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(Cj+Bs) v mikroaerofilni atmosferi pri 37 °C. 
Priloga B6: Rast B. subtilis PS-216, PS-210 in PS-196 v mono-kulturi (Bs) in v ko-kulturi s 
C. jejuni NCTC11168 (Bs+Cj) ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 37 °C. 
Priloga B7: Rast C. jejuni NCTC11168 v mono-kulturi (kontrola) in v ko-kulturi z B. subtilis 
(Cj+Bs) v mikroaerofilni atmosferi pri 42 °C. 
Priloga B8: Rast B. subtilis PS-216, PS-210 in PS-196 v mono-kulturi (Bs) in v ko-kulturi s 
C. jejuni NCTC11168 (Bs+Cj) ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 42 °C. 
  
Priloga C: Živost C. jeuni NCTC11168 v izrabljenem gojišču sevov in sevov mutant B. 
subtilis. Vzorčili smo po pripravi kulture C. jejuni (0h) ter po 24 h inkubaciji ob 
pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 42 °C. Pri kontroli (Cj v gojišču MHB) in 
sevu mutant B. subtilis ΔbacC začetnega števila nismo morali določiti.  
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
ATP adenozin trifosfat 
B. anthracis Bacillus anthracis 
B. cereus Bacillus cereus 
B. subtilis Bacillus subtilis 
C. jejuni  Campylobacter jejuni  
CFU/mL kolonijska enota (ang. colony forming units) 
CO2 ogljikov dioksid 
DCF  2, 7-diklorofluorescein 
dH2O destilirana voda 
E. coli Escherichia coli 
EtOH  etanol 
H2DCF  2,7-diklorodihidrofluorescein 
H2DCFDA  2, 7-diklorodihidrofluorescein diacetat 
H2O  voda 
K2HPO4  dikalijev fosfat 
KH2PO4  monokalijev fosfat 
MHA  trdno gojišče Mueller Hinton Agar 
MHB  tekoče gojišče Mueller Hinton Broth 
NaCl natrijev klorid 
O2 kisik 
OD  optična gostota 
PBS  fiziološka raztopina (ang. Phosphate Buffered Saline) 
QS medcelična komunikacija (ang. quorum sensing) 
RFU  relativna enota fluorescence (angl. relative fluorescence unit) 
RLU  relativna enota luminiscence (angl. relative luminescence unit) 
ROS  reaktivne kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species)  
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Bakterije rodu Campylobacter so vodilni povzročitelji črevesnih okužb ljudi, povezanih z 
uživanjem kontaminirane hrane. V letu 2016 je bilo v EU 246.307 prijavljenih primerov 
kampilobakterioz (EFSA/ECDC, 2017a). Njihov naravni življenjski prostor je črevesje ptic, 
zato je najpogostejši vzrok okužbe neustrezno toplotno obdelano piščančje meso 
(EFSA/ECDC, 2017a). Okužba je možna tudi preko drugih živil, kot so surovo mleko, 
školjke, gobe, sadje, zelenjava in pitna voda (Butzler in Oosterom, 1991; WHO, 2013; 
Adams in sod., 2016).  
 
Za zdravljenje in preprečevaje okužb ljudi in živali se uporablja različne antibiotike. 
Subterapevtski odmerki antibiotikov se uporabljajo tudi kot dodatki krmi za izboljšanje 
stopnje rasti pri živalih. Vendar pa je njihova prekomerna uporaba povzročila, da so 
patogene bakterije, kot so npr. Salmonella, Escherichia coli in Campylobacter spp. nanje 
postale odporne (Perreten, 2003). Zaskrbljujoča je odpornost bakterij C. jejuni proti 
antibiotikom ciprofloksacin, tetraciklin, eritromicin, gentamicin ter nalidiksični kislini. 
Zaradi pridobljene odpornosti ter posledične prisotnosti ostankov antibiotikov v živilih in 
živilskih proizvodih raziskovalci pospešeno iščejo alternative strategije nadzora okužb / 
infekcij in zmanjšanja prisotnosti bakterij (EFSA/ECDC, 2017b). 
 
Za zmanjšanje prisotnosti škodljivih bakterij v prebavnem traktu piščancev se kot 
alternativne strategije vpeljuje v  njihovo krmo dodatek probiotikov, prebiotikov in 
sinbiotikov, encimov, eteričnih olj in hlapnih maščobnih kislin (Roberts in sod., 2015). 
Probiotične bakterije predhodno kolonizirajo prebavni trakt živali, spodbudijo rast mlečno 
kislinskih bakterij in zmanjšajo prisotnost C. jejuni in tudi drugih škodljivih bakterij 
(Dubois-Dauphin in sod., 2011; Knap in sod., 2011; Saint-Cyr in sod., 2016). Pri tem prihaja 
med bakterijami in njihovim gostiteljem do različnih interakcij, bodisi pozitivnih ali 
negativnih. Interakcije med bakterijami lahko spremljamo preko rasti in preživelosti bakterij 
v ko-kulturi, adhezije v ko-adheziji, preko spremljanja oksidativnega stresa in aktivnosti 
bakterij v ko-kulturi ter prepustnosti celične membrane (Bosch in sod., 2013; Saint-Cyr in 
sod., 2016).  
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1.2 NAMEN, CILJI IN HIPOTEZE MAGISTRSKEGA DELA 
 
Namen magistrske dela je bil raziskati vpliv interakcije različnih sevov Bacillus subtilis na 
rast, preživetje in adhezijo bakterij vrste Campylobacter jejuni NCTC11168. 
Interakcijo med bakterijami C. jejuni ter bakterijami B. subtilis smo okarakterizirali preko:  
(i) ko-kultivacije bakterij C. jejuni -B. subtilis, 
(ii) ko-adhezije bakterij C. jejuni -B. subtilis, 
(iii) dodatka bakterij C. jejuni k izrabljenemu gojišču bakterij B. subtilis. 
 
Pri tem smo spremljali vpliv interakcij obeh bakterij na:  
(a) rast, preživetje (CFU) ter adhezivne lastnosti bakterij C. jejuni,  
(b) stresni odziv (merjenje znotrajcelične oksidacije) ter aktivnost (merjenje ATP) ko-
kulture, 
(c) membransko integriteto bakterij C. jejuni v izrabljenem gojišču sevov različnega 
izvora ter sevov mutant bakterij B. subtilis. 
 
 
Cilji magistrskega dela: 
• določiti vpliv sevov B. subtilis različnega izvora na rast, preživetje in adhezijo 
bakterij C. jejuni NCTC11168 v različnih pogojih inkubacije, 
• določiti vpliv interakcije bakterij C. jejuni NCTC11168 in izbranih sevov B. subtilis 
na stresni odziv (tvorba ROS) in aktivnost kulture (ATP, CFU), 
• določiti vpliv izrabljenega gojišča izbranih sevov in sevov mutant B. subtilis na 
membransko integriteto bakterij C. jejuni NCTC11168, 
• določiti vrsto interakcije bakterij C. jejuni NCTC11168 in sevov B. subtilis.  
 
 
Hipoteze magistrskega dela: 
• Rast in preživelost C. jejuni NCTC11168 bo v prisotnosti sevov B. subtilis 
zmanjšana. 
• Adhezija bakterij C. jejuni NCTC11168 bo v prisotnosti sevov B. subtilis zmanjšana. 
• Interakcija bakterij C. jejuni NCTC11168 in sevov B. subtilis bo negativna; bakterije 
C. jejuni NCTC11168 v ko-kulturi z bakterijami B. subtilis bodo manj aktivne, njihov 
stresni odziv pa močnejši. 
• Izrabljeno gojišče izbranih sevov in sevov mutant B. subtilis bo vplivalo na 
membransko integriteto bakterij C. jejuni NCTC11168. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJE RODU Campylobacter 
 
2.1.1 Zgodovina in taksonomija  
 
Leta 1886 je Theodor Escherich izoliral nekultivabilne spiralne bakterije iz črevesja otrok z 
diarejo in takrat so prvič odkrili bakterije rodu Campylobacter (Butzler, 2004; Silva in sod., 
2011). Na začetku 20. stoletja so bakterije Campylobacter povezovali s splavi in enteritisom 
pri govedu, prašičih in ovcah. Njihova prvotna klasifikacija je bila v rod Vibrio, vendar so 
jih leta 1963 uvrstili v nov rod Campylobacter (Jay, 1992; Butzler, 2004; Adams in sod., 
2016). Med patogene bakterije so jih uvrstili šele leta 1972, ko sta jih Dekyser in Butzler 
izolirala iz krvi ter blata mlade ženske, obolele za akutnim hemoragičnim enteritisom 
(Butzler, 2004; Snelling in sod., 2005).  
 
Rod Campylobacter, skupaj z rodovoma Arcobacter in Sulfurospirillum, spada v družino 
Campylobacteraceae, vrstni red Campylobacterales, razred Epsilonproteobacteria in deblo 
Proteobacteria. Do decembra leta 2014 je bilo v rod Campylobacter uvrščenih 26 
bakterijskih vrst, 2 začasni vrsti in 9 podvrst (On, 2001; Kaakoush in sod., 2015; On in sod., 
2017). Najpomembnejši vrsti odgovorni za pojav gastroenteritisa pri ljudeh, sta 
Campylobacter jejuni in Campylobacter coli (Sack in sod., 2001).  
 
2.1.2 Značilnosti bakterij vrste Campylobacter jejuni 
 
Bakterije vrste Campylobacter jejuni so po Gramu-negativne, spiralne, gibljive bakterije. 
Gibljivost, pomemben mehanizem patogeneze, jim omogoča en ali več polarnih flagelov na 
enem ali obeh koncih. Celice so dolge od 0,5 do 0,8 µm in široke od 0,2 do 0,5 µm (Adams 
in sod., 2016). Za svojo rast potrebujejo mikroaerofilno atmosfero z manjšo koncentracijo 
kisika (5 %), 10 % ogljikovega dioksida in 85 % dušika (Davis in DiRita, 2008). Vsi 
kampilobaktri rastejo pri temperaturi 37 °C, a ne pod 30 °C (Adams in sod., 2016). Njihova 
optimalna temperatura rasti je 42 °C (Davis in DiRita, 2008). So nesporogene, katalaza, 
oksidaza in hipurat hidrolaza pozitivne bakterije. Reducirajo nitrate v nitrite, niso odporne 
proti nalidiksični kislini ter ne rastejo v prisotnosti 3,5 % NaCl. Nekateri sevi C. jejuni so 
sposobni tvoriti termolabilne enterotoksine (Jay, 1992; Adams in sod., 2016).  
 
Sposobnost preživetja bakterij C. jejuni se z ohlajanjem in zmrzovanjem zmanjšuje, a kljub 
temu obstaja možnost, da pri teh pogojih preživijo daljše obdobje. Pri temperaturi 4 °C v 
mleku in vodi preživijo nekaj tednov, v zamrznjeni perutnini pa nekaj mesecev (Adams in 
sod., 2016). Pri tej temperaturi so bakterije C. jejuni še vedno biološko aktivne, vključno s 
sintezo beljakovin, porabo kisika, aktivnostjo katalaze in generiranjem ATP (Hazeleger in 
sod., 1998).  
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Slika 1: C. jejuni - po Gramu-negativne, mikroaerofilne, spiralno zavite in gibljive bakterije (Altekruse in 
sod., 1999: 30) 
Glavna hranila za rast pridobijo iz aminokislin ali intermediantov cikla trikarboksilnih kislin 
(Snelling in sod., 2005). Aminokisline, ki jih bakterije C. jejuni uporabljajo, so serin, 
aspartat, asparagin in glutamat. Lahko uporabijo tudi aminokislino prolin, vendar šele takrat, 
ko so ugodnejše aminokisline v celoti izkoriščene (Wright in sod., 2009). Glukoze ne 
uporabljajo, saj nimajo ključnega glikolitičnega encima 6-fosfofruktokinaze (Velayudhan in 
Kelly, 2002). Lahko pa kot substrat za rast v črevesju gostitelja uporabi sladkor L-fukoza 
(Muraoka in Zhang 2011; Stahl in sod., 2011).  
 
2.1.3  Rezervoar in prenos 
 
Glavni rezervoar patogenih vrst rodu Campylobacter predstavlja prebavni trakt živali. 
Najbolj so razširjeni pri perutnini in divjih pticah zaradi njihove višje telesna temperature. 
Pogosto jih najdemo tudi pri glodavcih, psih, mačkah, govedu, prašičih in ovcah (Adams in 
sod., 2016). 
 
Za človeka najpogostejši vir okužbe predstavlja surovo, premalo toplotno obdelano ali 
kontaminirano meso, zlasti perutnina (npr. pitovni piščanci, kokoši nesnice, purani in drugi) 
(EFSA, 2010). Drugi pogosti viri prenosa okužbe so še surovo mleko, pitna voda, školjke, 
gobe, sadje in zelenjava (Adams in sod., 2016; Facciola in sod., 2017; WHO, 2013; Butzler 
in Oosterom, 1991). Možen je tudi direktni prenos iz osebe na osebo ali preko okuženih 




Bakterije Campylobacter lahko kolonizirajo vse vrste perutnine. Perutninsko meso je vir od 
20 do 30 % primerov kampilobakterioze, od tega 50 do 80 % pripisujejo rezervoarju 
piščancev (EFSA, 2010). Kolonizacija črevesa perutnine z bakterijami Campylobacter je 
zelo redka pred 7. dnevom starosti in ne povzroča nobenih kliničnih znakov ali zmanjšanja 
življenjske dobe perutnine (WHO, 2013; Moore in sod., 2005).  
 
Kontaminacija perutnine z bakterijami Campylobacter pred zakolom je možna preko 
kontaminirane vode, krme, stika z glodavci, insekti, divjimi živalmi ali preko površine in/ali 
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opreme za obdelavo ter med transportom (WHO, 2013). V klavnici se trupi perutnine 
pogosto kontaminirajo s črevesno vsebino med zakolom ali evisceracijo, predvsem pri 
avtomatiziranih postopkih. Pri ohlajanju perutninskih kosov z mrzlim zrakom se površina 
kože manj izsuši, kar omogoča preživetje kampilobaktrov (Adams in sod., 2016). Kože se 
običajno ne odstranjuje, zato potrošnik lahko pride v stik z okuženim piščancem (Moore in 
sod., 2005).  
 
Kljub pogostemu pojavu pri perutnini jajca ne predstavljajo pomemben vir kampilobaktrov 
(Adams in sod., 2016).  
 
2.1.3.2 Sadje in zelenjava 
 
Do kontaminacije sadja in zelenjave pride v stiku z naravnimi gnojili, divjimi živalmi, 
kontaminirano vodo ali pri kontaminaciji z drugimi živili, npr. surovim mesom (Butzler in 
Oosterom, 1991; De Boer in Hahne, 1990). Večje tveganje za okužbo predstavljata pakirano 
sadje in zelenjava, predvsem tisto namenjeno za takojšne uživanje (ready-to-eat). Vzrok je 
lahko v navzkrižni kontaminaciji med postopkom obdelave sadja in zelenjave (sekljanje, 
mešanje) ter v nizki vsebnosti kisika v embalaži (Verhoeff-Bakkenes in sod., 2011).  
 
2.1.3.3 Mleko  
 
Vir okužbe predstavlja surovo mleko. Prisotnost kampilobaktrov v mleku je posledica 
fekalne kontaminacije na kmetiji ali morebitnega mastitisa, povzročenega s kampilobaktri. 
Na nizke vrednosti pH ali aw kampilobaktri niso odporni, zato mlečni izdelki ne 




Kampilobaktri težko preživijo zunaj živalskega gostitelja, a so vseeno prisotni v površinskih 
vodah, predvsem v nordijskih državah Švedske, Norveške in Finske, kjer se v redko 
naseljenih območjih podzemne vode običajno ne dezinficira (Moore in sod., 2005; Adams 
in sod., 2016). Najpomembnejši povzročitelji kontaminacije površinske vode z bakterijami 
Campylobacter spp. so iztrebki divjih ptic in perutnine (Mughini-Gras in sod., 2016).  
 
2.1.4 Epidemiologija in patogeneza 
 
Enteropatogeni kampilobaktri povzročajo akutni enterokolitis, imenovan kampilobakterioza 
(Adams in sod., 2016; WHO, 2013). Kampilobaktri so bili v Evropski uniji (EU) v letih 
2005–2016 prijavljeni kot najpogostejši povzročitelji gastrointestinalnih bolezni pri človeku. 
Leta 2016 je bilo število potrjenih primerov humane kampilobakterioze v EU 246.307 v 
Sloveniji pa 1.642. V istem letu sta večino okužb v EU povzročili vrsti C. jejuni (83,6 %) in 
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C. coli (8,5 %). Kljub pogostosti kampilobakteriozi pri človeku, je smrtnost majhna (0,03 % 
v EU) (EFSA/ECDC, 2017a).  
 
Pojav kampilobakterioze je pogostejši v poletnih in jesenskih mesecih, v zadnjih nekaj letih 
tudi v zimskih mesecih (EFSA/ECDC, 2017a). Infektivna doza znaša med 500 in 10.000 
organizmov (Snelling in sod., 2005). Incidenca je visoka pri moških (do 45 let), dojenčkih 
(< 1 leto), mladostnikih, starejših ter tistih z oslabljenim imunskim sistemom (Moore in sod., 
2005; Lake in sod., 2007).  
 
Inkubacijska doba pri človeku traja od 1 do 11 dni, običajno 3 do 5 dni po zaužitju 
kontaminirane hrane. Simptomi so slabost, zvišana telesna temperatura, hude bolečine v 
trebuhu in diareja (Adams in sod., 2016). V redkih primerih lahko povzroči hujše 
zdravstvene zaplete, npr. reaktivni artritis, sindrom razdražljivega črevesja ali resno 
nevrološko bolezen, imenovano Guillain-Barréjev sindrom (WHO, 2013). Po preboleli 
bolezni se bakterije še 2 do 3 tedne izločajo z blatom (Adams in sod., 2016).  
 
Bakterije Campylobacter so najpogosteje izolirani povzročitelji človeškega bakterijskega 
enteritisa po vsem svetu (Moore in sod., 2005). Pri ljudeh in živalih jih lahko izoliramo iz 
krvi, fecesa, urina, likvorja, prebavnega trakta, žolčnika, možganskega abscesa, ran, ustne 
votline, itd. Izolacija je možna tudi iz živil in okolijskih virov (Public Health England, 
2018b; Davis in DiRita, 2008).  
 
Patogeneza bakterij C. jejuni vključuje pomembne virulentne dejavnike, kot so gibljivost, 
adhezija, invazija in izločanje toksinov (Sack in sod., 2001). Gibljivost in spiralna oblika 
celic omogočajo prodor kampilobaktrov v viskozni mukozni sloj, ki prekriva črevesne 
epitelne celice. Po kolonizaciji črevesja lahko kampilobaktri povzročijo bolezen na dva 
načina: (1) adhezija na črevesne celice in izločanje toksinov (enterotoksin, citotoksin), (2) 
bakterijska invazija in razmnoževanje v črevesni sluznici (Adam in sod., 2016; Janssen in 
sod., 2008).  
 
2.2 BAKTERIJE RODU Bacillus subtilis 
 
2.2.1 Zgodovina in taksonomija  
 
Leta 1872 je Cohn preimenoval Vibrio subtilis v Bacillus subtilis in tako ustanovil rod 
Bacillus. Pri tem je opisal toplotno odpornost endospor, kar je bilo prepoznano kot zanimiv 
biološki fenomen in dejavnik patogeneze (Sonenshein in sod., 2002; Slepecky in Hemphill, 
2006).  
 
Rod Bacillus, skupaj z rodovoma Clostridium in Desulfotomaculum, spada v družino 
Bacillaceae, red Bacillales, razred Bacilli, deblo Firmicutes in kraljestvo Bacteria (Banwart, 
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1981; Garrity in sod., 2004). Rod trenutno obsega 268 vrst in 7 podvrst (Public Health 
England, 2018a). Od tega sta le dve vrsti patogeni: B. anthracis, ki povzroča antraks in B. 
cereus, ki povzroča zastrupitev s hrano, tako da tvori enterotoksin (diareja) ali emetični 
toksin (bruhanje) (Jay, 1992; Brooks in sod., 2013).  
 
2.2.2 Značilnosti bakterij vrste Bacillus subtilis 
 
Bakterije vrste Bacillus subtilis so po Gramu-pozitivne, aerobne / fakultativno anaerobne 
paličaste bakterije, ki so sposobne tvorbe endospor (Turnbull, 1996). So ene od najbolj 
raziskanih prokariontov v molekularni in celični biologiji ter so modelni organizem za 
preučevanje diferenciacije, regulacije genov/proteinov in celičnega cikla pri bakterijah 
(Graumann, 2012).  
 
Slika 2: B. subtilis – po Gramu-pozitivne, aerobne/fakultativno anaerobne, paličaste, gibljive in sporogene 
bakterije (Brudzynski in Sjaarda, 2015: 10) 
Celice so široke manj kot 1μm, sporangiji niso otekli, spore so elipsoidne. So mezofilne 
bakterije z optimalno temperaturo rasti pri 37 °C ter nevtrofilne bakterije z optimalnim pH 
6,8-7,2 (Fritze, 2004; Banwart, 1981). So gibljive in katalaza pozitivne, izrabljajo citrate, 
reducirajo nitrate, hidrolizirajo kazein in škrob, so odporne na penicilin ter sposobne rasti v 
7 % NaCl (Turnbull, 1996).  
 
Kot vir ogljika lahko uporabljajo večino sladkorjev ali organskih kislin, med katerimi 
prednostni substrat predstavljata glukoza in malat. Vir dušika jim predstavljajo aminokisline 
(Schilling in sod., 2007; Kleijn in sod., 2010). Ob izčrpanju hranil ali drugih virov ali ko 
gostota celic doseže kritični nivo, za preživetje uporabijo naslednje tri mehanizme: (1) celice 
vstopijo v stacionarno fazo, za katero je značilna tvorba posameznih gibljivih celic 
(eksponentno rastoče celice običajno rastejo v verigah in niso gibljive), (2) diferencirajo se 
v obstojne in metabolno neaktivne spore ali (3) postanejo kompetentne in prevzamejo DNA 
iz okolja za pridobitev novega genskega materiala (Graumann, 2012). 
 
2.2.3 Življenjski prostor  
 
Vrste rodu Bacillus imajo širok spekter fizioloških lastnosti, ki jim omogočajo preživetje v 
vseh naravnih okoljih (Turnbull, 1996). Najdemo jih v tleh, vodi, zraku, rastlinah, fekalnem 
in propadajočem organskem materialu, v gastrointestinalnem traktu živali ter v različnih 
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živilih (Banwart, 1981; Earl in sod., 2008;  Brooks in sod., 2013). Sposobne so rasti v zelo 
težkih okoljih, kot so puščavski pesek, vrelci, arktična tla, sveža voda ali v morskih usedlinah 
(Turnbull, 1996). V okolju lahko preživijo tudi več let, saj tvorijo spore, ki so odporne proti 
okolijskim spremembam, kot so vročina, mraz, suša in sevanje (Turnbull, 1996;  Brooks in 
sod., 2013). 
 
2.2.4 Uporaba bakterij B. subtilis v industriji 
 
Bakterije rodu Bacillus so pomembni industrijski mikroorganizmi, saj imajo številne 
fiziološke lastnosti in sposobnosti proizvodnje številnih encimov (amilaza, proteaza, lipaze, 
celulaza), antibiotikov (bacitracin, polimiksin), vitaminov (riboflavin) in drugih uporabnih 
metabolitov (Turnbull, 1996; Schilling in sod., 2007). Več vrst Bacillus se uporablja tudi kot 
standard v medicinskih in farmacevtskih testih (Turnbull, 1996).  
 
Bakterije B. subtilis se uporablja kot probiotike. Probiotiki so živi mikroorganizmi, ki imajo 
ob zaužitju v zadostnem številu ugodne učinke za zdravje gostitelja. Spore bakterij Bacillus 
preživijo prehod skozi želodčno bariero (nizek pH), nato v tankem črevesu kalijo, rastejo, se 
razmnožujejo in ponovno tvorijo spore. Poleg tega sintetizirajo protimikrobne spojine, kar 
prav tako zagotavlja probiotični učinek z zaviranjem rasti patogenih mikroorganizmov v 
prebavnem traktu. Probiotiki, ki se uporabljajo kot dodatek živalski krmi, se obravnavajo 
kot alternativa antibiotikom, saj delujejo kot pospeševalci rasti in kot konkurenčni 
izključevalci (Hong in sod., 2005; Cutting, 2011).  
 
Bakterije B. subtilis se uporablja za izboljšanje okusa stročnic v nekaterih regijah sveta, saj 
so pomemben vir ekstracelularnih encimov, med katerimi sta za industrijo najbolj 
pomembna toplotno odporna α-amilaza in serin proteaza (Mobini-Dehkordi in Javan, 2012; 
Contesini in sod., 2017). Najbolj znani so japonski izdelki natto in iru ali dawadawa (Adams 
in sod., 2016). Bakterije B. subtilis proizvajajo protimikrobni peptid subtilin s širokim 
spektrom delovanja proti po Gramu-pozitivnim bakterijam in nekaterim po Gramu-
negativnim bakterijam (Banwart, 1981). Nekateri sevi bakterij B. subtilis se uporabljajo kot 
probiotik v živalski krmi, predvsem v krmi za perutnino (Hong in sod., 2005). Študije na 
piščancih so pokazale, da krma z dodatkom probiotičnih sevov bakterij B. subtilis pripomore 
k pospeševanju rasti, povečanju telesne mase, višine črevesnih resic in prisotnosti koristnih 
mlečnokislinskih bakterij, zlasti vrst Lactobacillus ter zmanjšanju vsebnosti NH3 in H2S v 
črevesju in iztrebkih (Aliakbarpour in sod., 2012; Zhang in sod., 2013; Park in sod., 2018). 
Dokazano je tudi, da so nekateri sevi bakterij B. subtilis sposobni zmanjšati kolonizacijo 
črevesnih patogenih bakterij, kot so Escherichia coli (Wu in sod., 2011; Gao in sod., 2017), 
Salmonella (Knap in sod., 2011; Gao in sod., 2017; Park in sod., 2018) Clostridium 
perfringens, Clostridium difficile, Campylobacter jejuni in Campylobacter coli (Teo in Tan, 
2005).  
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Organizacija Food and Drug Administration (FDA) je nekatere sestavine (karbohidraza, 
proteaza) pridobljene iz bakterij B. subtilis priznala kot varne (status GRAS) (FDA, 2018).  
 
2.3 INTERAKCIJE BAKTERIJ  
 
Mikroorganizmi se v kompleksnem okolju odzivajo drug na drugega, torej so v medsebojni 
interakciji (Braga in sod., 2016). Informacije si izmenjujejo preko pil, nanocevk, 
sekrecijskega sistema, prepoznave celične površine, veziklov, aerosola in majhnih molekul 
(peptidi, alkaloidi, lipidi, signalne molekule itd.) (Phelan in sod., 2012). Pri tem pride do 
negativnih ali pozitivnih interakcij. V pozitivni en mikroorganizem ustvarja ugodne razmere 
za drugega preko mutualizma, komenzalizma, simbioze ali pomaga, da se izogne 
imunskemu sistemu gostitelja. Negativne interakcije so posledica neposredne medvrstne 
interakcije (amenzalizem ali plenilstvo), kadar organizmi neposredno tekmujejo za isto nišo 
ali kadar imunski odzivi gostitelja nesorazmerno vplivajo na enega od konkurenčnih 
mikroorganizmov (Bosch in sod., 2013).  
 
Mikrobiološke interakcije so ključne za uspešno vzpostavitev in vzdrževanje mikrobne 
populacije v določenem okolju (Braga in sod., 2016). Omogočajo dostop do hranilnih snovi, 
zaščito pred zunanjimi skupnostmi ter prilagajanje spremenljivim ekološkim nišam (Phelan 
in sod., 2012). Nastanejo pri prepoznavanju okolja preko prenosa molekularnih in genetskih 
informacij, ki vključujejo številne mehanizme in molekule (Braga in sod., 2016). 
 
Interakcije med različnimi mikrobnimi vrstami lahko razdelimo v tri skupine: (1) fizikalne, 
(2) kemične in (3) presnovne interakcije. Fizikalne interakcije se pojavijo v ko-adheziji in 
ko-agregaciji bakterij. V takšni vrsti interakcije so bakterije tesno povezane, kar jim 
omogoča komuniciranje preko signalne in genetske izmenjave. Presnovne interakcije so 
lahko konkurenčne, kjer dve vrsti uporabljata isti vir ali vzajemne, kjer presnovek, ki ga 
proizvede ena vrsta, uporabi druga (Lof in sod., 2017).  
 
2.3.1 Medcelična komunikacija (ang. Quorum Sensing, QS) 
 
Pri sodelovanju oz. usklajeni aktivnosti bakterij je pomembna medcelična komunikacija 
(ang. Quorum sensing – QS), ki omogoča zaznavanje in odzivanje na zunajcelične signale. 
Ključni vidik številnih konkurenčnih interakcij je stabilno pozicioniranje na ugodnih 
lokacijah v okolju. Pridobivanje dostopa do ugodnih lokacij zahteva kolonizacijo novih niš, 
ko te postanejo na voljo, bodisi aktivno premestitev obstoječih vrst. Številne vrste 
povečujejo svoje možnosti, da zmagajo v boju za kolonizacijo na novo razpoložljivih okoliji 
s proizvodnjo adhezinov ali receptorjev, ki se vežejo na specifično določene površine 
(Hibbing in sod., 2010). 
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Medcelična komunikacija med bakterijami je sestavljena iz sistema za odzivanje na 
dražljaje, povezanega z zaznavanjem gostote bakterijskih celic. Proizvodnja signalnih 
molekul (avtoinduktor) omogoča celicam, da komunicirajo in se odzivajo na okolje na 
usklajen način (De Kievit in Iglewski, 2000; Braga in sod., 2016). Ko avtoinduktor doseže 
kritično koncentracijo zaradi povečane populacije bakterij, sproži spremembe v izražanju 
genov. To povzroči spremembe v življenjskem ciklu in metabolizmu bakterij (Parker in 
Sperandio, 2009). Pri po Gramu-negativnih bakterijah QS v večini primerov temelji na 
signalni molekuli N-acil homoserin lakton. V visoki koncentraciji se signalne molekule 
vežejo in aktivirajo transkripcijski aktivator ali protein R, kar povzroči izražanje genov (De 
Kievit in Iglewski, 2000). 
 
Slika 3: Quorum Sensing pri po Gramu-negativnih bakterijah (De Kievit in Iglewski, 2000: 4840) 
Pri po Gramu-pozitivnih bakterijah se za zaznavanje QS običajno uporabljajo majhne 
postranslakcijsko obdelane molekule peptidnih signalov. Ti peptidni signali vplivajo na 
senzorski element dvokomponentnega signalno transdukcijskega sistema histidin kinaza (De 
Kievit in Iglewski, 2000). Tak senzor zaznave se uporablja za uravnavanje razvoja 
bakterijskih kompetenc in sporulacije pri bakterijah B. subtilis. Sistem QS je pomemben tudi 
pri izražanju virulentnih dejavnikov, proizvodnji antibiotikov in nastanku biofilmov (De 
Kievit in Iglewski, 2000; Braga in sod., 2016). 
 
2.3.2 Metabolna interakcija 
 
Bakterije komunicirajo tudi preko izmenjave metabolitov. Organizmi, ki so v interakciji si 
izmenjujejo metabolite, kot so vodik, acetat, aminokisline, vezan dušik, glukoza 
(Wintermute in Silver, 2010). Pri bakterijskih interakcijah so pomembni hopanoidi, ki 
omogočajo prilagajanje bakterij v neugodnih okoljih (Braga in sod., 2016). Interakcije na 
osnovi metabolitov lahko radikalno spremenijo biokemične fenotipe sodelujočih sevov 
(Wintermute in Silver, 2010).  
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2.3.3 Genetska interakcija 
 
Možna je tudi interakcija preko genetskega materiala. To je dobro preučeno pri bakterijah 
B. subtilis, pri katerih je razvoj kompetence za prevzem genetskega materiala iz okolja 
reguliran z gostoto celic med vstopom v stacionarno fazo rasti. Razvoj kompetence B. 
subtilis je kontroliran s koncentracijo glavnega regulatorja ComK (Maier, 2012).  
 
2.3.4 Mehanizmi interakcij  
 
Mehanizmi interakcij omogočajo vzpostavitev mikroorganizmov v skupnosti ter so povezani 
s patogenim ali koristnim učinkom gostitelja (Braga in sod., 2016).  
 
2.3.4.1 Mehanizmi delovanja probiotikov proti bakterijam C. jejuni  
 
Določeni probiotični sevi zmanjšajo prisotnost bakterij C. jejuni preko različnih 
mehanizmov interakcij: 
• tvorba kislih spojin in znižanje pH v lumnu črevesja, 
• tekmovanje za hranila, 
• tekmovanje za mesta vezave na črevesni sluznici in črevesnih epitelnih celicah, 
• izločanje protimikrobnih spojin (organske kisline, vodikov peroksid in bakteriocini), 
• zmanjšanje prisotnosti bakterij C. jejuni z inaktivacijo flagela 
• okrepitev tesnih povezav črevesnega epitela in preprečevanje translokacije C. jejuni  
• ko-agregacija,  
• sprememba v signalizaciji gostitelja in črevesni mikrobioti ter 
• modulacija imunskega sistema, ki deluje proti bakterijam C. jejuni (Bermudez-Brito 
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Slika 4: Mehanizem delovanja probiotikov proti bakterijam C. jejuni (povzeto po Mohan, 2015: 6-7) 
Probiotiki hitreje dosežejo črevesje kot bakterije C. jejuni. Njihovo rast in virulenco 
probiotiki zavirajo preko zgoraj omenjenega obsega bioloških lastnosti, vendar pa vseh 
splošnih antibakterijskih mehanizmov probiotikov ne moremo pripisati nadzoru in 
preprečevanju patogeneze bakterij C. jejuni (Mohan, 2015). 
 
Adhezija na črevesno sluznico je predpogoj za kolonizacijo in je pomembna za interakcijo 
med probiotičnimi sevi in gostiteljem ter za modulacijo imunskega sistema in antagonizem 
proti patogenom (Bermudez-Brito in sod., 2012). Bakterijam C. jejuni adhezijo in 
kolonizacijo piščančjega črevesja omogočajo adhezijske beljakovine in proteini zunanje 
membrane (Mohan, 2015). Tekmovanje za hranila in tvorba protimikrobnih spojin je prav 
tako pomembno pri učinkoviti kolonizaciji in izključitvi potencialnih tekmecev (Fons in 
sod., 2000; Bermudez-Brito in sod., 2012).  
 
Protimikrobne spojine, ki jih bakterije izločajo, vplivajo na tekmovaje med različnimi 
vrstami, med sorodnimi sevi iste vrste in tudi med gensko identičnimi posamezniki v 
populaciji (Hibbing in sod., 2010). Protimikrobne spojine, kot so organske kisline, zlasti 
ocetna in mlečna kislina, imajo močan zaviralni učinek proti po Gramu-negativnim 
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bakterijam (Bermudez-Brito in sod., 2012). Mehanizem delovanja bakteriocinov vključuje 
uničenje ciljnih celic preko nastanka por in/ali zaviranja sinteze celične stene. Proizvodnja 
bakteriocinov lahko omogoči nastanek in povečanje razširjenosti bakteriocinogenih sevov 
ter omogoči neposredno zaviranje rasti patogenov v gastrointestinalnem traktu (Bermudez-
Brito in sod., 2012).  
 
V preglednici 1 so podane različne vrste probiotikov, ki delujejo proti kolonizaciji, invaziji 
in zmanjšanju virulence bakterij C. jejuni (Mohan, 2015). 
 
Preglednica 1: Probiotiki, ki delujejo proti kolonizaciji, invaziji in zmanjšanju virulence bakterij C. jejuni 
(Mohan, 2015: 8) 
Ukrep proti bakterijam C. jejuni  Probiotične bakterije 
Zaviranje rasti 
Lactobacillus plantarum 0407 
Bifidobacterium bifidum Bb12 
Perutninski sevi laktobacilov in bifidobakterij 
Zmanjšanje kolonizacije, preprečevanja širjenja in 
izključitev bakterij C. jejuni 
Lactobacillus acidophilus 
Streptococcus faecium 
Zmanjšanje hitrosti gibanja bakterij C. jejuni pri 
kolonizaciji 
Bacillus subtilis 
Znižanje pH lumna in posledično zmanjšanje rasti 
Lactobacillus plantarum 
Bifidobacterium bifidum 
Znižanje pH lumna in proizvodnja bakteriocinov Lactobacillus rhamnosus 
Preprečitev kolonizacije pitovnih piščancev 
L. salivarius 
Paenibacillus polymyxa 
Zmanjšanje zmogljivosti invazije 
L. helveticus R0052 
L. rhamnosus R0011 
Zmanjšanje kolonizacije, spodbujanje imunosti gostitelja 






2.4 IN VITRO METODE SPREMLJANJA INTERAKCIJ MED BAKTERIJAMI 
 
Za razumevanje mikrobnih interakcij v skupnosti je potreben večplastni pristop (Abreu in 
Taga, 2016). Na voljo so številne metode kot so ko-kultivacija, ko-adhezija, ko-agregacija, 
protimikrobni testi (npr. metoda difuzije v trdnem gojišču), ocena invazije (Saint-Cyr in sod., 
2016). Uporabijo se lahko metode, ki temeljijo na zaporedju, npr. metagenomika, 
metatranskriptomika, metaproteomika, metabolomika ter slikovne metode, npr. 
fluorescenčna in situ hibridizacija, slikovna masna spektrometrija, sekundarna ionska masna 
spektrometrija, stabilno izotopsko sondiranje in nanoDESI (Abreu in Taga, 2016).  
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2.4.1 Ko-kultura mikroorganizmov 
 
Za preučevanje interakcij se pogosto uporabljajo poskusi ko-kulture, v kateri se goji dve ali 
več različnih populacij celic z določeno stopnjo stika med njimi. Pri tem so celične 
populacije v skupni kulturi lahko zelo podobne (npr. isti sev, ki se razlikuje le v ekspresiji 
gena) ali zelo različne (npr. različne vrste). Ko-kultivacija nam omogoča preučevanje 
naravnih interakcij med populacijami, izboljšanje kultiviranja za določene populacije ali 
vzpostavitev sintetičnih interakcij med populacijami (Goers in sod., 2014). Interakcije v ko-
kulturah lahko ovrednotimo preko izmenjave rastnih medijev, metabolitov, štetja kolonijskih 
enot na selektivnih trdnih gojiščih ali po ločevanju posameznih kultur z membrano 
(Moutinho in sod., 2017).  
 
S pomočjo gojenja bakterij v ko-kulturi lahko določimo tudi fitnes bakterij, ki je ključnega 
pomena v evolucijski biologiji (Wiser in Lenski, 2015). Obsega sposobnost organizma, 
redkeje populacije ali vrste, da preživi in se razmnožuje v okolju, v katerem se nahaja, ter 
tako prispeva gene naslednji generaciji (Orr, 2009). Za določitev fitnesa je potrebno merjenje 
skozi življenjski cikel posameznika. Ločimo absolutni in relativni fitnes (Wiser in Lenski, 
2015).  
 
2.4.2 Ko-adhezija mikroorganizmov 
 
Ko-adhezija je interakcija med že vezanim mikroorganizmom in njegovim planktonskim 
partnerjem (Millsap in sod., 1998). Pritrditev mikroorganizma na površino je določena s 
fizikalno-kemijskimi interakcijami, ki so lahko privlačne ali odbojne. Pri tem je adhezija 
odvisna od številnih dejavnikov: dejavniki okolja, pretok medija, prisotnost serumskih 
proteinov ali antibiotikov ter lastnosti bakterij in površin (Katsikogianni in Missirlis, 2004).  
 
Ko-adhezijo lahko ovrednotimo preko merjenja adhezijskih lastnosti obeh 
mikroorganizmov, ko-adherirane biomase, merjenja sestave eksopolisaharidnega sloja, 
ovrednotenja prisotnih DNA ali protienov v ko-adherirani kulturi pritrjene na površino ali v 
pretočni komori (Katsikogianni in Missirlis, 2004).  
 
2.4.3 Interakcija mikroorganizmov ter njihov stresni odziv 
 
Bakterije so izpostavljene stresu ob spremembi abiotskih dejavnikov okolja (toplotni, 
osmotski stres), pomanjkanju hranil (en organizem porabi vire drugega) ali neposredni 
poškodbi celic (posameznik neposredno škodi drugemu, npr. z izločanjem antibiotikov) 
(Cornforth in Foster, 2013). Stresni odziv je prisoten tudi v različnih vrstah interakcij. 
Najpogostejši je oksidativni stres. Ta nastane ob izpostavitvi celic reaktivnim kisikovim 
zvrstem (ROS – ang. reactive oxygen species), kot so superoksidni anion (O2
-), vodikov 
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peroksid (H2O2) in zelo reaktivni hidroksilni radikal (OH), ki lahko poškodujejo DNA, RNA, 
proteine in lipide (Cabiscol Català in sod., 2000).  
 
Mehanizem za regulacijo odpornosti proti oksidativnemu stresu pri bakterijah C. jejuni je na 
splošno slabo raziskan. Obrambo pred oksidativnim stresom sestavljajo ključni encimi, kot 
so superoksid dismutaza, katalaza, citokrom c peroksidaza, peroksiredoksin (alkilna 
hidroperoksidna reduktaza, tiolna peroksidaza, Bcp) in metionin sulfoksidna reduktaza 
(Atack in Kelly, 2009). Pod aerobnimi pogoji se bakterije C. jejuni odzovejo na stres tudi 
tako, da preidejo iz spiralne v kokoidno obliko ali pa vstopijo v stanje VBNC (živo, a 
nekultivabilno) (Oh in sod. 2015). Za razliko od drugih po Gramu-negativnih patogenih 
bakterij (npr. E. coli), bakterije C. jejuni nimajo genov OxyR in SoxRS za obrambo pred 
ROS. Namesto tega ima glavno vlogo pri regulaciji stresa sistem PerR. Pomembno vlogo 
predstavlja tudi senzorska kinaza CprS (Atack in Kelly, 2009).  
 
Pri bakterijah B. subtilis so obrambni mehanizmi pred oksidativnim stresom nadzorovani s 
specifično občutljivimi proteini PerR, OhrR in σB, Spx, ki se aktivirajo v različnih stresnih 
pogojih. Zaščito pred oksidativnim stresom jim omogoča tudi tvorba spor (Zuber, 2009).  
 
Na voljo so številne direktne (ESR, fluorescenčne sondne tehnike, plinska kromatografija, 
HPLC, citokrom c, kemiluminiscenca, itd.) in indirektne metode (znotrajcelična oksidacija), 
ki preko kvantifikacije ROS ocenijo delovanje oksidativnega stresa na posamezne celične 
sestavine ali celotno celico (Sigler in sod., 1999).  
  
2.4.4 Interakcija mikroorganizmov ter njihova aktivnost  
 
Nekatere vrste bakterij so razvile številne mehanizme za zaviranje rasti konkurenčnih 
bakterij (Lof in sod., 2017). Na primer, bakterije B. subtilis izločajo protimikrobne spojine, 
ki aktivno zmanjšajo rast drugih bakterij (Saint-Cyr in sod., 2016). Bakterije, ki so v 
medsebojni interakciji, lahko tudi pozitivno vplivajo na povečanje aktivnosti drugih bakterij. 
Aerobne bakterije zaradi hitre porabe kisika na primer zmanjšajo njegovo koncentracijo v 
okolju, kar vpliva na aktivnost anaerobnih bakterij (Lof in sod., 2017). 
 
ATP je primarni vir energije za večino celičnih procesov ter potreben pri prenosu molekul 
preko celične membrane v intracelularni ter ekstracelularni signalizaciji in pri signalni 
transdukciji (pretvorbi signala). Zagotavlja energijo za delovanje flagelov in kromosomov 
ter je substrat za sintezo RNK (Bergman, 1999;  Khakh in Burnstock, 2009). V bakterijskih 
skupnostih ekstracelularni ATP ne deluje le kot signalna, ampak tudi kot hranilna molekula, 
saj ATP, ki ga sprostijo nekateri člani bakterijskih skupnosti, lahko oskrbi z energijo druge 
člane (Mempin in sod., 2013).  
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Povzamemo lahko, da je ATP pokazatelj metabolno aktivnih celic. Zato številne metode 
preko kvantifikacije prisotnih molekul ATP ocenijo živost ter prisotnost celic (Promega, 
2016). Ena od metod je merjenje aktivnosti encima luciferaza, ki odda svetlobni signal 
(luminiscenca). Za tvorbo luminiscence encim luciferaza potrebuje tri substrate in sicer ATP, 
luciferin in kisik. Luminiscenco se običajno meri in vitro v nepoškodovanih celicah 
(Schneider in Gourse, 2004).  
 
2.4.5 Interakcija mikroorganizmov ter njihova membranska integriteta  
 
Komponente zunanje membrane imajo pomembno vlogo pri medsebojnem delovanju 
simbioznih ali patogenih bakterij z njihovimi gostiteljskimi organizmi. Njihova glavna vloga 
je prepuščanje hranilnih molekul in preprečevanje vstopa škodljivih spojin (Nikaido, 2003).  
 
Interakcija mikroorganizmov lahko zmanjša membransko integriteto ter poškoduje 
znotrajcelične funkcije membrane, kot so prepustnost, transport, dihalna aktivnost, itd. 
Ovrednotenje membranske integritete je pri po Gramu-negativnih bakterijah težavno, saj 
imajo celično steno sestavljeno iz zunanje membrane, peptidoglikanskega sloja in notranje 
(plazemske) membrane. Pri po Gramu-pozitivnih bakterijah zunanje membrane ni. Poleg 
tega lahko po Gramu-negativne, in po Gramu-pozitivne bakterije tvorijo kapsulo, kar še 
dodatno otežuje določitev membranske integritete (Joux in Lebaron, 2000).  
 
Ena od metod je merjenje membranske integritete na osnovi prepustnosti fluorescentnih 
barvil skozi celično membrano in obarvanju nukleinskih kislin. Za določitev obstaja veliko 
različnih fluorescentnih barvil z molekulsko maso med 402 in 1355, med katerimi je 
najpogosteje uporabljen propidijev jodid (Joux in Lebaron, 2000). 
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Slika 5: Shema metod dela 
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3.1.1 Bakterijski sevi 
 
V eksperimentalnem delu smo uporabili referenčni sev vrste Campylobacter jejuni 
NCTC11168, sev vrste Escherichia coli ATCC112299 ter različne seve vrste Bacillus 
subtilis (Preglednica 2), izolirane iz peščenih tal z nabrežja reke Save. V nadaljevanju smo 
se omejili na seve B. subtilis PS-216, PS-210 in PS-196. Za pripravo izrabljenih gojišč smo 
uporabili seve B. subtilis PS-216 in PS-196, ter seve mutant B. subtilis ΔbacC, ΔppsB in 
ΔsrfA. 
 
Preglednica 2: Bakterijski sevi B. subtilis, uporabljeni pri eksperimentalnem delu 
 SEV  VIR 
B. subtilis PS-11 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
B. subtilis PS-13 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
B. subtilis T14-3 Katedra za mikrobiologijo 
B. subtilis T14-5 Katedra za mikrobiologijo 
B. subtilis T16-2 Katedra za mikrobiologijo 
B. subtilis T16-4 Katedra za mikrobiologijo 
B. subtilis T16-8 Katedra za mikrobiologijo 
B. subtilis T16-10 Katedra za mikrobiologijo 
B. subtilis PS-51 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
B. subtilis PS-52 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
B. subtiliS PS-109 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
B. subtilis PS-196 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
B. subtilis PS-209 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
B. subtilis PS- 210 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
B. subtilis PS- 216 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
B. subtilis PS-218 Štefanič in Mandić-Mulec, 2009 
Sev mutant B. subtilis ΔbacC Katedra za mikrobiologijo 
Sev mutant B. subtilis ΔppsB Katedra za mikrobiologijo 




Za revitalizacijo in določitev števila kolonijskih enot bakterij vrste C. jejuni smo uporabili 
selektivno trdno gojišče Campylobacter Agar Base (Karmali), za bakterije vrste B. subtilis 
in E. coli pa trdno gojišče Mueller Hinton Agar (MHA). Za pripravo inokuluma posameznih 
bakterij C. jejuni, B. subtilis in E. coli ter inokuluma ko-kultur smo uporabili tekoče gojišče 
Mueller Hinton Broth (MHB). Sestava in priprava posameznih gojišč je prikazana v 
Preglednici 3.  
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Preglednica 3: Sestava in priprava gojišč 
SESTAVA PRIPRAVA 
Trdno gojišče Campylobacter Agar Base (Karmali) 
• osnovni medij Campylobacter Agar Base 
(Karmali; CM0935, Oxoid) 
• dodatek za selektivnost – Campylobacter 
Selective Supplement SR0167E (Oxoid) 
• dH2O  
21,5 g osnovnega medija smo raztopili v 500 
mL dH2O in avtoklavirali (121 °C, 15 min). V 
ohlajeno gojišče smo dodali selektivni dodatek, 
premešali, vlili v sterilne petrijevke in shranili 
pri 4 °C. 
Trdno gojišče Mueller Hinton Agar 
• osnovni medij Mueller Hinton Agar (CM0337, 
Oxoid) 
• dH2O  
 
28,5 g osnovnega medija smo raztopili v 750 
mL dH2O in avtoklavirali (121 °C, 15 min). 
Gojišče, ohlajeno približno na 45 °C, smo vlili v 
sterilne petrijevke in shranili pri 4 °C. 
Tekoče gojišče Mueller Hinton Broth 
• osnovni medij Mueller Hinton Broth (CM0405, 
Oxoid) 
• dH2O 
18,9 g osnovnega medija smo raztopili v 0,9 L 
dH2O in avtoklavirali (121 °C, 15 min) ter 
gojišče shranili pri 4 °C. 
 
3.1.3 Raztopine, reagenti 
 
Raztopine in reagenti so prikazani v Preglednicah 4 do 7. 
 
Preglednica 4: Raztopine in pufri za izvedbo eksperimentalnega dela 
SESTAVINA PRIPRAVA 
Fiziološka raztopina 
• založna raztopina KH2PO4 
• dH2O  
 
1,25 mL založne raztopine KH2PO4 smo raztopili v 
1 L dH2O, premešali in avtoklavirali (121 °C, 15 
min). Fiziološko raztopino smo do uporabe hranili 
pri 4 °C.  
Phosphate Buffered Saline (PBS)  
• Phosphate Buffered Saline (Dulbecco A; 
BR0014G, Oxoid) 
• dH2O  
4 tablete smo raztopili v 400 mL dH2O in 
avtoklavirali (121 °C, 15 min). PBS smo do uporabe 
hranili pri 4 °C. 
Raztopina za shranjevanje kulture B. subtilis 
• 200 mL H2O 
• 20 g glicerola 
• 2 g NaCl 
• 2 mL (1 g) Tween 
Pripravljeno raztopino smo avtoklavirali pri 121 °C, 
15 min. 
Raztopina za shranjevanje kulture C. jejuni 
• 200 µL glicerola 
• 800 mL gojišča MHB 
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3.1.3.1 Raztopine in reagenti za ovrednotenje znotrajcelične oksidacije 
 





Vodna raztopina KH2PO4 
• KH2PO4 (Kemika) 50 mM 6,8045 g KH2PO4 smo raztopili v 1 L 
bidestilirane vode. • bidestilirana voda  
Vodna raztopina K2HPO4 
• K2HPO4 (Kemika) 50 mM 8,709 g K2HPO4 smo raztopili v 1 L 
bidestilirane vode. • bidestilirana voda  
Kalijev fosfatni pufer, pH 7,8 
• Vodna raztopina KH2PO4 50 mM Količini vodne raztopine K2HPO4 (500 
mL) smo uravnali pH na 7,8 z 
dodajanjem vodne raztopine KH2PO4. 
Pufer smo avtoklavirali (121 °C, 15 
min) in shranili pri 4 °C. 
• Vodna raztopina K2HPO4 50 mM 
  
Raztopina dihidro-2,7-diklorofluorescein diacetata (H2DCFDA) 
• Dihidro-2,7-diklorofluorescein diacetata 
(97 %) (Sigma) 
• Absolutni etanol– EtOH (100% oz. 
96%) (Merck) 
1 mM 
0,0048 g H2DCFDA smo raztopili v 10 
mL 96 % etanola. Raztopino smo 
pripravili tik pred uporabo. 
 
 
3.1.3.2 Raztopine in reagenti za ovrednotenje aktivnosti bakterijskih celic 
 
Preglednica 6: Raztopine, reagenti in pufri za ovrednotenje aktivnosti bakterijskih celic 
SESTAVINA PRIPRAVA 
Kalijev fosfatni pufer, pH 7,8 
• Vodna raztopina KH2PO4 
• Vodna raztopina K2HPO4 
Priprava opisana v preglednici 4. 
Reagent BacTiter-Glo™  
• BacTiter-Glo™ pufer 
• BacTiter-Glo™ substrat (liofiliziran) 
  
Reagent BacTiter-Glo™ smo odtajali pri sobni 
temperaturi. K 1 viali liofiliziranega BacTiter-Glo™ 
substrata smo dodali 10 mL BacTiter-Glo™ pufra, 






Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
21 
3.1.3.3 Reagenti za ovrednotenje membranske integritete 
 
Preglednica 7: Reagent za ovrednotenje membranske integritete 
SESTAVINA PRIPRAVA 
Reagent LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit 
LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit 
(InvitrogenTM, Molecular Probes, L-7012)  
filtrirana destilirana voda (filter 0,2 µm) 
Reagent LIVE/DEAD smo odtajali pri sobni temperaturi. 
Barvili smo zmešali med seboj, dodali filtrirano sterilno 
dH2O ter do uporabe hranili v temi. 
 
3.1.4 Laboratorijski pribor in oprema 
 
Preglednica 8: Laboratorijski pribor, uporabljen pri eksperimentalnem delu 
Pribor Lastnosti Proizvajalec 
Aluminijska folija   
Anaerobne posode   
Avtomatske pipete in nastavki 




Bombažne blazinice za enkratno 
uporabo (bris) 
 FL Medical, Italija 
Cepilne zanke (plastične) Eza 10 mL, sterilna Laboratehnika Golias, Slovenija 
Epruvete steklene  
Filter Minisart Syringe Filter (0,2 µm) Sartorius, Nemčija 
Injekcijske brizge 10 mL BD EmeraldTM, Španija 
Kivete 12,5 x 12.5 x 45mm Brand, Nemčija 
Merilni valj plastični  
Mešanica plina 
Mešanica 10 % CO2 v dušiku + 3 
% O2 
Istrabenz, Slovenija 




Prozorna (96 luknjic; 266120) 
Črna (96 luknjic) 
Bela (96 luknjic) 
Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Thermo Fisher scientific, Nemčija 
NuncTM, Nemčija  
Parafilm Parafilm M (PM-999) Bemis, ZDA 
Petrijevke Okrogle, kvadratne Laboratehnika Golias, Slovenija 
Plastične centrifugirke 
Tube 15 mL 
Centrifuge tube 50 mL 
Sarstedt, Nemčija 
TPP, Švica 
Plastični lončki  Laboratehnika Golias, Slovenija 
Steklenice in zamaški 1 L, 500 mL  
Stojala   
Vatirane palčke   
Vrtinčnik  
Vibromix 10 
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Preglednica 9: Laboratorijska oprema, uporabljena pri eksperimentalnem delu 
Aparatura Lastnosti Proizvajalec 
Avtoklav  Sutjeska, Jugoslavija 
Centrifugi 




Hladilnik   
Inkubator 
Tip SP-135 C 
Tip I-I15 O 
Tip I-105 CK 
Kambič, Slovenija 
Laminarij SMBC 122AV Iskra pio, Slovenija 
pH meter Seven Easy pH Mettler Toledo AG, Švica 
Plinski gorilnik   
Spektrofotometer Lambda Bio + PerkinElmer 
Tehtnice 
MonoBloc PB 1502-S 
Analytical Balance ME204 
Mettler Toledo, Švica 
Ultrazvočna kopel Sonis 10 Iskra pio, Slovenija 
Čitalec mikrotitrskih ploščic Varioskan LUX Thermo scientific (mikro+polo) 
Vodna kopel WB-30 Kambič, Slovenija 
Zmrzovalnik Hera freeze HFU T series Thermo scientific 
 
 
3.2 METODE DELA 
 
Za preučevanje interakcij bakterij C. jejuni in B. subtilis smo uporabili metodo ko-kulture in 
metodo ko-adhezije na abiotski polistirenski površini. Pri tem smo število kolonijskih enot 
(CFU/mL) ovrednotili v mono-kulturi ter v ko-kulturi bakterij. V nadaljevanju eksperimenta 
smo se osredotočili na interakcije med bakterijami C. jejuni in izbranim sevom bakterij B. 
subtilis. Pri tem smo poleg ko-kulture in ko-adhezije bakterij testirali še znotrajcelično 
oksidacijo (ROS) z metodo merjenja fluorescence barvila dihidro-2,7-diklorofluoresceina 
ter aktivnost bakterijskih celic z metodo merjenja luminiscence prisotnega ATP z reagentom 
BacTiter-Glo™. Znotrajcelično oksidacijo in aktivnost bakterij smo določili v mono-kulturi 
kot v ko-kulturi bakterij. Za ovrednotenje membranske integritete C. jejuni v izrabljenem 
gojišču izbranih sevov in sevov mutant B. subtilis smo uporabili metodo merjenja 
fluorescence reagenta LIVE/DEAD BacLight. Vsi eksperimenti so bili izvedeni v 
laboratoriju za živilsko mikrobiologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani.  
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REVITALIZACIJA BAKTERIJ 
C. jejuni, B. subtilis, E. coli
PRIPRAVA INOKULUMA 
BAKTERIJ
(gojišče MHB; OD600=0,1 )
SPREMLJANJE INTERAKCIJ
KO-KULTIVACIJA
1) Bakterij C. jejuni in B. subtilis
2) Bakterij C. jejuni in E. coli
KO-ADHEZIJA
Bakterij C. jejuni in B. subtilis
Inkubacija 
Odvzem vzorca v času:









Priprava 1 % w/v suspenzija v fosfatnem pufru (pH 7,8)





Odvzem vzorca v času: 4, 24 h
Fluorescenca 
(ʎEx=488 nm, ʎEm=550 nm) 
Reagent: BacTiter-Glo
Luminiscenca




bakterij C. jejuni 
Inkubacija
Reagent: LIVE/DEAD BacLightTM 
Fluorescenca 
(ʎEx=481 nm, ʎEm=510 nm) 




42 °C in 37 °C
Aerobno, 
37 °C in 20 °C
Mikroaerofilno, 
42 °C in 37 °C
Aerobno, 
37 °C in 20 °C
CFU/mL
Mikroaerofilno, 
42 °C, 8 h
CFU/mL
Dodatek pripravljenega inokuluma 
bakterij C. jejuni v izrabljeno gojišče 
B. subtilis (1:1)
Odvzem vzorca v času: 0, 24 h
Mikroaerofilno, 
42 °C, 20 min
Inkubacija
 
Slika 6: Shematski prikaz laboratorijskega dela 
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3.2.1 Revitalizacija bakterij 
 
Sev C. jejuni NCTC11168 (shranjen pri temperaturi -70 °C v gojišču MHB z dodatkom 
glicerola) smo nacepili na selektivno trdno gojišče Karmali, inkubirali 24 ur v optimalnem 
pogoju za rast bakterij C. jejuni, ki je mikroaerofilna atmosfera (10 % CO2 v dušiku, 3 % 
O2) pri 42 °C, precepili na gojišče MHA ter inkubirali 24 ur v optimalnem pogoju.  
 
Seve B. subtilis (shranjene pri temperaturi -70 °C v raztopini za shranjevanje) smo nacepili 
na trdno gojišče MHA, inkubirali 24 ur v aerobni atmosferi pri 37 °C, precepili na gojišče 
MHA ter inkubirali 24 ur v aerobni atmosferi pri 37 °C. 
 
Sev E. coli ATCC112299 (ŽM 370; shranjen pri temperaturi -70 °C v raztopini za 
shranjevanje) smo nacepili na trdno gojišče TSA, inkubirali 24 ur v aerobni atmosferi pri 37 
°C, precepili na gojišče MHA in inkubirali 24 ur v aerobni atmosferi pri 37 °C. 
 
3.2.2 Priprava standardiziranega inokuluma  
 
Standardizirani inokulum smo pripravili tako, da smo s trdnega gojišča MHA prenesli nekaj 
kolonij v 5 mL gojišča MHB, jih resuspendirali ter s spektrofotometrom (pri 600 nm) umerili 
optično gostoto na 0,1 (OD600=0,1). Pri ko-kultivaciji smo kulturo dodatno stokrat redčili 
tako, da smo 5 µL prenesli v 5 mL tekočega gojišča MHB. Pri ko-adheziji smo 500 µL 
kulture prenesli v 500 µL tekočega gojišča MHB.   
 
Ko-kulturo bakterij C. jejuni in B. subtilis oz. E. coli smo pripravili tako, da smo hkrati 
prenesli 5 µL standardiziranega inokuluma C. jejuni ter 5 µL standardiziranega inokuluma 
B. subtilis oz. E. coli v 5 mL tekočega gojišča MHB.  
 
Ko-adhezijo bakterij C. jejuni in B. subtilis smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko 
hkrati prenesli 500 µL standardiziranega inokuluma C. jejuni ter 500 µL standardiziranega 
inokuluma B. subtilis. 
 
Priprava inokuluma bakterij C. jejuni za ovrednotenje membranske integritete je potekala 
tako, da smo s trdnega gojišča MHA prenesli nekaj kolonij v 20 mL gojišča MHB vnaprej 
ogretega na 42 °C, jih resuspendirali in s spektrofotometrom (pri 600 nm) umerili optično 
gostoto na 0,3 (OD600=0,3) ter inkubirali 8 h v optimalnem pogoju. Po inkubaciji smo kulturo 
centrifugirali 5 minut pri 6000 obratih/minuto, dvakrat sprali s vnaprej ogretim PBS (42 °C) 
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3.2.3 Priprava suspenzije v fosfatnem pufru 
 
Suspenzijo bakterij C. jejuni NCTC11168 smo pripravili z izbranimi sevi bakterij B. subtilis 
(PS-216, PS-210 in PS-196) pri merjenju znotrajcelične oksidacije in aktivnosti bakterij. 
Najprej smo bakterije C. jejuni in B. subtilis na gosto nacepili na trdno gojišče MHA in 
inkubirali 24 h: 
(a) bakterije C. jejuni v optimalnem pogoju, 
(b) bakterije B. subtilis v aerobni atmosferi pri sobni temperaturi. 
 
Nato smo vso vsebino ploščice (celično biomaso) resuspendirali v 20 mL PBS in 
centrifugirali 10 minut pri 7000 obratov/minuto. Enkrat izprali s PBS, odstranili vso 
tekočino, vsebino stehtali in pripravili 1% w/v suspenzijo v fosfatnem pufru (pH 7,8). 
 
Suspenzijo bakterij C. jejuni in B. subtilis ter ko-kulture smo pripravili v razmerju 1:1 ter 
inkubirali 10 minut v optimalnem pogoju.  
 
3.2.4 Priprava izrabljenih gojišč 
 
Pripravili smo izrabljena gojišča: 
1) posameznih sevov B. subtilis PS-216 in PS-196,  
2) ko-kulture sevov B. subtilis PS-216/PS-196, 
3) posameznih sevov mutant B. subtilis ΔbacC, ΔppsB in ΔsrfA.  
Priprava je potekala tako, da smo v 10 mL tekočega gojišča MHB nacepili kulturo, zraslo na 
trdnem gojišču MHA in inkubirali 24 ur v optimalnem pogoju. Suspenzijo smo prefiltrirali 
skozi 0,2 µm filter ter izrabljena gojišča do uporabe shranili v hladilnik (4-7 °C). 
 
3.2.5 Ko-kultura bakterij  
 
Ko-kulturo bakterij C. jejuni NCTC11168 smo pripravili s posameznimi sevi B. subtilis (16 
sevov, Preglednica 2), inkubirali v optimalnem pogoju ter odvzeli vzorec v različnih 
časovnih intervalih ob času 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72 in 144 ur. 
 
Ko-kulturo bakterij C. jejuni smo nato pripravili z izbranimi sevi bakterij B. subtilis (PS-
216, PS-210 in PS-196). Pri tem smo kot kontrolni mikroorganizem vključili bakterije E. 
coli. Inkubacija je potekala v aerobni atmosferi pri 20 °C in 37 °C ter v mikroaerofilni 
atmosferi pri 37 °C ter pri ko-kulturi bakterij C. jejuni in E. coli tudi v optimalnem pogoju. 
Vzorec smo odvzeli v različnih časovnih intervalih ob času 0, 4, 24, 48, 72 in (144) ur. 
 
V vsakem časovnem intervalu smo odvzeli 1 mL ko-kulture ter ovrednotili število zraslih 
kolonij na dveh trdnih gojiščih (CFU/ml):  
(a) selektivno gojišče Karmali za bakterije C. jejuni, inkubacija v optimalnem pogoju,  
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(b) gojišče MHA za bakterije B. subitlis in E. coli, inkubacija v aerobnem pogoju pri 37 °C. 
 
3.2.6 Ko-adhezija bakterij na polistirenu 
 
Ko-adhezijo bakterij C. jejuni NCTC11168 smo pripravili s posameznimi sevi B. subtilis (16 
sevov, Preglednica 2), prenesli 100 µL vzorca v mikrotitrsko ploščico ter inkubirali 24 h v 
optimalnem pogoju.  
 
Ko-adhezijo bakterij C. jejuni smo nato pripravili z izbranimi sevi bakterij B. subtilis (PS-
216, PS-210 in PS-196), prenesli 100 µL vzorca v mikrotitrsko ploščico ter inkubirali 24 h 
pri štirih različnih pogojih: v aerobni atmosferi pri 20 °C in 37 °C ter v mikroaerofilni 
atmosferi pri 37 °C in 42 °C.  
 
Po inkubaciji smo z multikanalno pipeto odstranili planktonsko kulturo iz ploščice ter 
ploščico dvakrat sprali s PBS. Na koncu smo dodali 100 µL PBS v vsako luknjico ter 
ploščico postavili v ultrazvočno kopel za 10 minut.  
 
Število vezanih živih celic smo določili z redčenjem vzorca v fiziološki raztopini in 
nanašanjem ustreznih redčitev na dve trdni gojišči (CFU/ml):  
(a) selektivno gojišče Karmali za bakterije C. jejuni, inkubacija v optimalnem pogoju, 
(b) gojišče MHA za bakterije B. subitlis, inkubacija v aerobni atmosferi pri sobni 
temperaturi.  
 
3.2.7 Ovrednotenje znotrajcelične oksidacije preko spremljanja tvorbe reaktivnih 
kisikovih zvrsti 
 
3.2.7.1 Princip metode 
 
Za ugotavljanje oksidativnega stresa v celici preko spremljanja tvorbe ROS smo uporabili 
metodo z dodatkom reagenta 2,7-diklorodihidrofluorescein (H2DCF).  
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Slika 7: Reakcija tvorbe fluorescenčnega DCF ob prisotnosti ROS (Held in Newick, 2008: 2) 
 
H2DCF se doda kot diacetatni ester 2, 7-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) in 
kot tak lahko difundira v celico. Znotraj celice se z intercelularnimi esterazami cepi do 
H2DCF, ki ni permeabilen in se zato kopiči v celici. Ob prisotnosti ROS, kot sta hidroksilni 
radikal in peroksinitrit, se oksidira v fluorescenčni 2, 7-diklorofluorescein (DCF). Preko 
fluorescence DCF lahko kvantitativno ovrednotimo znotrajcelično oksidacijo (Keller in sod., 




Po pripravi suspenzije v fosfatnem pufru in 10-minutni inkubaciji smo k pripravljenim 
suspenzijam dodali reagent dihidro-2,7-diklorofluorescein diacetat do koncentracije 10 µM. 
Inkubirali smo najprej 20 minut v optimalnem pogoju, nato pri izbranem pogoju: v aerobni 
atmosferi pri 20 °C in 37 °C ter v mikroaerofilni atmosferi pri 37 °C in 42 °C.  
 
Znotrajcelično oksidacijo smo izmerili po 4 in 24 urah tako, da smo prenesli 500 µL 
suspenzije v mikrocentrifugirke ter centrifugirali 5 minut pri 14,1 obratov/minuto. Dvakrat 
po 200 µL (tehnična ponovitev) supernatanta smo prenesli v črno mikrotitrsko ploščico ter 
takoj izmerili fluorescenco (ʎEx=488 nm, ʎEm=550 nm) pri 25 °C.  
 
Mikrotitrsko ploščico smo vse od vzorčenja do merjenja pokrivali z aluminijsko folijo. Za 
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3.2.8 Ovrednotenje aktivnosti bakterijskih celic preko merjenja ATP luminiscence 
 
3.2.8.1 Princip metode  
 
Za ugotavljanje aktivnosti bakterij smo uporabili metodo z dodatkom reagenta BacTiter-
Glo™. Reagent vsebuje rekombinantno termostabilno luciferazo in reagent za pridobivanje 
ATP iz bakterij. Ob dodatku reagenta k vzorcu pride do lize bakterijskih celic in nastanka 
luminiscenčnega signala, ki je proporcionalen količini molekul ATP oz. številu aktivnih 
mikrobnih celic v vzorcu (Promega, 2016). 
 
 
Slika 8: Reakcija nastanka luminiscence (Promega, 2016: 4) 
 
Luminiscenčni signal je posledica reakcije, prikazane na sliki 8. Reakcijo katalizira encim 
luciferaza v prisotnosti magnezijevih ionov, ATP in molekularnega kisika. Substrat za encim 
je luciferin, glavni produkt reakcije pa oksiluciferin (Promega, 2016).  
 
Metoda ima številne prednosti, kot so enostavna priprava in uporaba reagenta. Omogoča 
nam hitro in učinkovito ekstrakcijo ATP iz različnih mikrobnih celic. Je robustna (zaznava 
zelo majhnega števila mikroorganizmov) in hitra metoda (rezultate lahko zabeležimo že v 5 
minutah ali manj po dodajanju reagenta in mešanju) ter omogoča nastanek stabilnega 
luminiscenčnega signala, ki ima v povprečju razpolovni čas daljši od 30 minut (odvisno od 




Po pripravi suspenzije v fosfatnem pufru in 10-minutni inkubaciji v mikroaerofilni atmosferi 
pri 42 °C smo suspenzije razdelili na 4 dele za 4 pogoje inkubacije: mikroaerofilna atmosfera 
pri 42 °C in 37 °C ter aerobna atmosfera 37 °C in 20 °C.  
 
Aktivnost bakterij smo izmerili po 4 in 24 urah tako, da smo prenesli dvakrat po 100 µL 
suspenzije v belo mikrotitrsko ploščico, dodali 100 µL reagenta BacTiter-Glo™, inkubirali 
5 minut pri sobni temperaturi ter izmerili luminiscenco. Za kontrolo (blank) smo uporabili 
fosfatni pufer z reagentom BacTiter-Glo™. 
 
 
       




Mg2+   
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Ob času 0, 4 in 24 ur smo pred dodatkom reagenta ovrednotili tudi število zraslih kolonij na 
dveh trdnih gojiščih (CFU/mL):  
(a) selektivno gojišče Karmali za bakterije C. jejuni, inkubacija v optimalnem pogoju, 
(b) gojišče MHA za bakterije B. subtilis, inkubacij v aerobnih pogojih pri sobni 
temperaturi. 
 
3.2.9 Ovrednotenje membranske integritete preko merjenja prepustnosti barvila 
 
3.2.9.1 Princip metode  
 
Za ovrednotenje membranske integritete bakterij C. jejuni NCTC11168 smo uporabili 
reagent LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit. Reagent je sestavljen iz dveh 
fluorescentnih barvil, ki se razlikujeta v sposobnosti prodiranja v bakterijske celice. Barvilo 
SYTO 9 obarva vse celice – tiste z intaktno membrano in tiste s poškodovano membrano, 
medtem ko propidijev jodid prodre le v bakterije s poškodovano membrano (Thermo Fisher 
Scientific, 2004). 
 
Fluorescenco reagenta LIVE/DEAD smo izmerili s fluorescenčnim čitalcem mikrotitskih 
plošč. Valovna dolžina vzbujanja/emisije barvila SYTO 9 je približno 480/500 nm, barvila 




Pripravljen inokulum bakterij C. jejuni smo zmešali s posameznim izrabljenim gojiščem v 
razmerju 1:1. Pozitivno kontrolo nam je predstavljalo sveže gojišče MHB z bakterijami C. 
jejuni (1:1). Pripravili smo negativno kontrolo gojišča MHB s PBS in kontrolo gojišč PBS s 
posameznim izrabljenim gojiščem.  
 
Fluorescenco smo merili pri ʎEx=481 nm in ʎEm=510 nm v črni mikrotitrski ploščici takoj in 
po 24-urni inkubaciji kulture z izrabljenim gojiščem. V mikrotitrski ploščici smo 
pripravljene raztopine zmešali z reagentom LIVE/DEAD® BacLightTM v razmerju 1:1.  
 
Število zraslih kolonij C. jejuni (CFU/mL) smo ovrednotili na selektivnem trdnem gojišču 
Karmali. Inkubacija je potekala v optimalnem pogoju. 
 
3.2.10 Statistična obdelava rezultatov 
 
Poskuse ko-kulture in ko-adhezije smo opravili v treh ponovitvah ter rezultate prikazali kot 
desetiški logaritem povprečja treh ponovitev. Število bakterij C. jejuni v ko-kulturi, ki je bilo 
pod mejo zaznave smo prikazali simbolično kot log 1, kar pomeni število kolonij C. jejuni 
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
30 
manjše od 100 CFU/mL. Za vse vrednosti smo podali standardne odklone (± SD). Pri 
poskusu ko-kulture smo vključili tudi izračun relativnega fitnesa.  
 
Pri ovrednotenju znotrajcelične oksidacije in aktivnosti bakterij smo meritve opravili v dveh 
ali treh ponovitvah in izračunali povprečje. Rezultati so izraženi kot relativna vrednost 
fluorescence (RFU) oz. luminiscence (RLU).  
 
Pri poskusu ovrednotenja membranske integritete C. jejuni smo meritve opravili v treh 
ponovitvah, izračunali povprečje in rezultate prikazali v odstotkih. Za vse vrednosti smo 
podali tudi standardne odklone (± SD). 
 
 
Enačba za izračun povprečne vrednosti (Košmelj, 2007): 
…(1) 
?̅? =  
1
𝑛
 ∑ 𝑥𝑖𝑛𝑖=1   
?̅?…povprečna vrednost 




Enačba za izračun standardnega odklona (Košmelj, 2007): 
…(2) 
𝑆𝐷 =  √
1
𝑛 − 1
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𝑤...relativni fitnes 
A...velikost populacije konkurenta 1 
B...velikost populacije konkurenta 2 




Enačba za izračun ocene znotrajcelične oksidacije:  
...(4) 
 
Ocena oksidativnega stresa = 
( 






RFU (Cj+Bs)...relativne enote fluorescence ko-kulture bakterij C. jejuni in B. subtilis 
RFU Cj...relativne enote fluorescence mono-kulture bakterij C. jejuni 
RFU Bs...relativne enote fluorescence mono-kulture bakterij B. subtilis 
 
 
Enačba za izračun ocene aktivnosti bakterij: 
...(5) 
Ocena aktivnosti bakterij (RLU) = 
( 






RLU (Cj+Bs)...relativne enote luminiscence ko-kulture bakterij C. jejuni in B. subtilis 
RLU Cj...relativne enote luminiscence mono-kulture bakterij C. jejuni 
RLU Bs...relativne enote luminiscence mono-kulture bakterij B. subtilis 
 
 
Enačba za izračun membranske integritete: 
...(6)  





∗ 100) ∗  −1 
 
 
RFU izg...relativne enote fluorescence izrabljenega gojišča  
Št. izg...število C. jejuni v izrabljenem gojišču v log(CFU/mL) 
RFU...kontrola relativne enote fluorescence kontrole 
Št. kontrola...število C. jejuni v kontroli v log(CFU/mL) 
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Najprej smo predstavili rezultate spremljanja rasti in adhezije bakterij C. jejuni NCTC11168 
z različnimi sevi bakterij B. subtilis v ko-kulturi in v ko-adheziji pri različnih pogojih. 
Predstavili smo tudi rezultate spremljanja rasti bakterij C. jejuni NCTC11168 z bakterijami 
E. coli ATCC112299 ter rezultate relativnega fitnesa bakterij C. jejuni NCTC11168 in 
bakterij B. subtilis. Sledi prikaz rezultatov znotrajcelične oksidacije (ROS) in aktivnosti 
bakterijskih celic (ATP) pri različnih pogojih ter vpliva izrabljenih gojišč izbranih sevov in 
sevov mutant B. subtilis na membransko integriteto C. jejuni NCTC11168. 
 
4.1 KO-KULTIVACIJA BAKTERIJ C. jejuni NCTC11168 IN B. subtilis 
Zanimal nas je vpliv različnih sevov B. subtilis na rast bakterij C. jejuni NCTC11168 v 
mono-kulturi in ko-kulturi. Rast in preživelost bakterij C. jejuni in B. subtilis v mono-kulturi 
in v ko-kulturi smo spremljali pri različnih pogojih ob času 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72 in 144 ur. 
 
4.1.1 Ko-kultivacija bakterij C. jejuni NCTC11168 in B. subtilis pri optimalnem 
pogoju za rast bakterij C. jejuni 
 
Na sliki 9 je prikazana rast bakterij C. jejuni NCTC11168 v ko-kulturi s posameznim sevom 
bakterij B. subtilis (16 sevov, Preglednica 2) pri optimalnem pogoju. Za kontrolo smo 
uporabili mono-kulturo bakterij C. jejuni NCTC11168.  
 
Slika 9: Rast C. jejuni NCTC11168 v mono-kulturi (kontrola) in v ko-kulturi s posameznim sevom B. subtilis 
















Cj + Bs (PS-52) Cj + Bs  (PS-216) Cj + Bs  (PS-218) Cj + Bs  (PS-209)
Cj + Bs  (PS-51) Cj + Bs  (PS-11) Cj + Bs (PS-109) Cj + Bs  (T14-3)
Cj + Bs (T16-4) Cj + Bs  (T14-5) Cj + Bs  (T16-10) Cj + Bs  (PS-196)
Cj + Bs  (PS-13) Cj + Bs  (T16-2) Cj + Bs  (T16-8) Cj + Bs  (PS-210)
Cj (kontrola)
meja zaznave 
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Eksponentna faza bakterij C. jejuni NCTC11168 v mono-kulturi (kontrola) se je zaključila 
pri 24 h, pri ko-kulturi bakterij C. jejuni NCTC11168 in posameznim sevom B. subtilis pa 
pri 12 h. Stacionarna faza je pri kontroli trajala do 72 h; nato je nastopila faza odmiranja. Pri 
ko-kulturi bakterij C. jejuni in B. subtilis stacionarna faza ni nastopila, ampak je po 12 h 
takoj prišlo do prekinitve rasti in posledično do zmanjšanja števila kampilobaktrov v ko-
kulturi. Ker je vsem skupno zmanjšanje števila kampilobaktrov v ko-kulturi po 12 h 
sklepamo, da je delovanje vseh sevov B. subtilis na C. jejuni podobno.  
 
Pri 144 h smo le še pri kontroli določili preživelost celic, ki je znašala 8,5 log (CFU/mL), 
pri ko-kulturah je bilo število kolonijskih enot pod mejo zaznave, torej manj kot 2 log 
(CFU/mL). Iz tega lahko povzamemo, da je ko-kultivacija bakterij C. jejuni in B. subtilis 
vplivala na rast C. jejuni tako, da jo je zavrla. 
 
Na Sliki 10 je prikazana rast sevov B. subtilis PS-216, PS-196 in PS-210 v mono-kulturi 
(kontrola) in v ko-kulturi z bakterijami C. jejuni NCTC11168. Rast ostalih 13 sevov B. 
subtilis v mono-kulturi in ko-kulturi je bila med seboj podobna in primerljiva z izbranimi 3 
sevi B. subtilis, zato smo rezultate prikazali v prilogi (Priloga A).  
 
 
Slika 10: Rast B. subtilis v mono-kulturi (Bs) in v ko-kulturi s C. jejuni NCTC11168 (Bs + Cj) pri optimalnem 
pogoju. 
 Eksponentna faza se je tako pri kontroli kot v ko-kulturi bakterij C. jejuni in posameznim 
sevom B. subtilis zaključila približno po 8-12 h. Stacionarna faza je pri kontroli kot pri ko-
kulturi trajala vse do 144 h. Na podlagi tega lahko povzamemo, da ko-kultivacija bakterij C. 
jejuni in B. subtilis ni vplivala na rast B. subtilis.  
 
Na podlagi pridobljenih rezultatov ko-kultivacije bakterij C. jejuni NCTC11168 in bakterij 
B. subtilis v optimalnem pogoju smo izbrali seve B. subtilis PS-216, PS-196 in PS-210 ter 















Bs (PS-216) Bs (PS-216) + Cj
Bs (PS-196) Bs (PS-196) + Cj
Bs (PS-210) Bs (PS-210) + Cj
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4.1.2 Ko-kultivacija bakterij C. jejuni z izbranimi sevi B. subtilis pri različnih pogojih 
inkubacije 
 
Bakterije so izpostavljene različnim okolijskim razmeram, zato smo na izbranih 3 sevih B. 
subtilis želeli preveriti, ali je rast in preživelost bakterij C. jejuni ob prisotnosti bakterij B. 
subtilis zmanjšana ne le pri optimalnem pogoju za rast kampilobaktrov, temveč tudi pri 
temperaturi okolja (20 °C) v aerobni atmosferi ter pri telesni temperaturi človeka (37 °C) v 
mikroaerofilni in aerobni atmosferi. Pridobljeni rezultati so prikazani na Sliki 11 in 12.  
 
 
 Slika 11: Rast C. jejuni NCTC11168 v mono-kulturi (kontrola) in v ko-kulturi s posameznim sevom B. subtilis 
(Cj + Bs) v aerobni atmosferi pri 20 °C (A) in 37 °C (B) ter v mikroaerofilni atmosferi pri 37 °C (C). 
Ob pogoju aerobne atmosfere pri 20 °C (A) in 37 °C (B) pri kontroli kot pri ko-kulturi 
bakterij C. jejuni NCTC11168 in B. subtilis eksponentna faza ni nastopila, ampak je takoj 
prišlo do zmanjševanja števila kampilobaktrov. Pri 20 °C se je število kampilobaktrov pri 
kontroli zmanjšalo pod mejo zaznave pri 48 h, medtem ko pri ko-kulturi ni padlo pod mejo 
zaznave. Pri 37 °C se je število kampilobaktrov pri kontroli prav tako zmanjšalo pod mejo 
zaznave pri 48 h, pri ko-kulturi pa pri 144 h.  
 
Ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 37 °C (C) se je eksponentna faza pri kontroli in pri 
ko-kulturi bakterij C. jejuni NCTC11168 / B. subtilis PS-216 in ko-kulturi bakterij C. jejuni 
NCTC11168 / B. subtilis PS-210 zaključila pri 24 h. V ko-kulturi bakterij C. jejuni 
NCTC11168 / B. subtilis PS-196 pa pri 4 h. Stacionarna faza je pri kontroli trajala do 72 h, 
nato je nastopila faza odmiranja. Pri ko-kulturah stacionarna faza ni nastopila, ampak je takoj 
po zaključku eksponentne faze prišlo do prekinitve rasti in posledično do zmanjšanja števila 
kampilobaktrov v ko-kulturi.  
 
S Slike 12 je razvidno, da je rast bakterij B. subtilis v mono-kulturi (kontrola) pri vseh treh 

















Cj + Bs(PS-216) Cj + Bs(PS-210) Cj + Bs(PS-196) Cj (kontrola)
A B C
meja zaznave  
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
35 
 
Slika 12: Rast sevov B. subtilis PS-216, PS-210, PS-196 v mono-kulturi (Bs) in v ko-kulturi z bakterijami C. 
jejuni NCTC11168 (Bs + Cj) v aerobni atmosferi pri 20 °C (A) in 37 °C (B) ter v mikroaerofilni 
atmosferi pri 37 °C (C). 
Ob pogoju aerobne atmosfere pri 20 °C (A) se je eksponentna faza pri kontroli in ko-kulturi 
bakterij C. jejuni in B. subtilis zaključila pri 24-72 h, pri 37 °C (B) pa pri 4 h. Pri 20 °C je 
stacionarna faza trajala do 72 h, pri 37 °C pa do 144 h. Sledila je faza odmiranja.  
 
Ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 37 °C (C) se je eksponentna faza pri kontroli in ko-
kulturi zaključila pri 24-48 h. Stacionarna faza je trajala do 144 h.  
 
Ponovno predpostavljamo, da ko-kultivacija bakterij C. jejuni NCTC1168 in izbranim 
sevom B. subtilis na rast bakterij B. subtilis ni vplivala.  
 
4.2 KO-KULTIVACIJA BAKTERIJ C. jejuni NCTC11168 in E. coli ATCC112299 
Vključili smo tudi sev bakterij E. coli ATCC112299. S tem smo preverili, ali je delovanje 
bakterij B. subtilis na bakterije C. jejuni v aerobnih in mikroaerofilnih pogojih res specifično 
za kombinacijo teh dveh bakterij ali enake lastnosti lahko opazimo pri drugih bakterijah. E. 
coli je dober kandidat, saj je fakultativni aerob ter del normalne črevesne mikrobiote pri 
















Bs (PS-216) Bs (PS-216) + Cj
Bs (PS-210) Bs (PS-210) + Cj
Bs (PS-196) Bs (PS-196) + Cj
A B C
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Slika 13: Rast C. jejuni NCTC11168 v mono-kulturi (kontrola) in v ko-kulturi z bakterijami E. coli (Cj + Ec) 
v aerobni atmosferi pri 20 °C (A) in 37 °C (B) ter v mikroaerofilni atmosferi pri 37 °C (C) in 42 °C 
(D). 
Ob pogoju aerobne atmosfere pri 20 °C (A) eksponentna faza pri kontroli in ko-kulturi 
bakterij C. jejuni NCTC11168 in E. coli ni nastopila, ampak je takoj prišlo do zmanjševanja 
števila kampilobaktrov. Pri tem se število kampilobaktrov v kontroli pri 24 h ni zmanjšalo 
pod mejo zaznave, kot se je pri ko-kultivaciji bakterij C. jejuni in B. subtilis (Slika 11). Ob 
pogoju aerobne atmosfere pri 37 °C (B) eksponentna faza pri kontroli prav tako ni nastopila, 
ampak je takoj prišlo do zmanjševanja števila kampilobaktrov. Eksponentna faza pri ko-
kulturi bakterij C. jejuni in E. coli je nastopila pri 4 h, v času, ko je število kampilobaktrov 
v ko-kulturi bakterij C. jejuni in B. subtilis (Slika 11) začelo upadati, ter je trajala do 72 h. 
 
Ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 37 °C (C) se je eksponentna faza pri kontroli 
zaključila pri 24 h, pri ko-kulturi bakterij C. jejuni in E. coli pa pri 48 h. Stacionarna faza je 
pri kontroli in ko-kulturi bakterij C. jejuni in E. coli trajala do 72 h. Ob pogoju 
mikroaerofilne atmosfere pri 42 °C (D) se je eksponentna faza pri kontroli in ko-kulturi 
bakterij C. jejuni in E. coli zaključila pri 24 h. Stacionarna faza je pri kontroli trajala do 72 
h. Pri ko-kulturi bakterij C. jejuni in E. coli se je stacionarna faza zaključila pri 48 h, v času, 
ko je tudi število E. coli upadalo. 
 
Pri primerjavi s ko-kultivacijo bakterij C. jejuni in B. subtilis predpostavljamo, da v 
mikroaerofilnih pogojih za rast kampilobaktrov bakterije E. coli ne vplivajo na rast bakterij 
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S Slike 14 je razvidno, da je rast bakterij E. coli v mono-kulturi (kontrola) pri vseh štirih 
pogojih primerljiva z bakterijami E. coli v ko-kulturi z bakterijami C. jejuni.  
 
 
Slika 14: Rast E. coli ATCC112299 v mono-kulturi (kontrola) in v ko-kulturi z bakterijami C. jejuni 
NCTC11168 (Ec + Cj) v aerobni atmosferi pri 20 °C (A) in 37 °C (B) ter v mikroaerofilni atmosferi 
pri 37 °C (C) in 42 °C (D).  
Ob pogoju aerobne atmosfere pri 20 °C (A) se je eksponentna faza pri kontroli in ko-kulturi 
bakterij C. jejuni in E. coli zaključila pri 24 h, pri 37 °C (B) pa pri 4 h. Pri 20 °C in 37 °C je 
stacionarna faza trajala do 48 h. Sledila je faza odmiranja.  
 
Ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 37 °C (C) in 42 °C (D) se je eksponentna faza pri 
kontroli in ko-kulturi zaključila pri 4 h, stacionarna faza pa pri 48 h. Sledila je faza 
odmiranja. 
 
Povzemamo, da bakterije C. jejuni ob pogoju aerobne atmosfere in ob pogoju mikroaerofilne 
atmosfere niso vplivale na rast in preživetje E. coli.  
 
4.3 FITNES BAKTERIJ C. jejuni NCTC11168 IN SEVOV B. subtilis  
 
V našem eksperimentu smo za kvantifikacijo fitnesa uporabili tekmovalni test, pri katerem 
smo določili relativni fitnes. Tega smo izračunali kot naravni logaritem količnika med 
številom kolonijskih enot na koncu in številom kolonijskih enot na začetku inkubacije po 
enačbi 3.  
 
To nam je dalo dodatni vpogled, ali bo vrsta C. jejuni, ki v določenem okolju dobro raste in 
se razmnožuje (prenaša gene na svoje potomce), izpodrinjena, če bo konkurenčna vrsta B. 
subtilis preživela in se bolje razmnoževala. Vrsta z večjim fitnesom je bolj uspešna v 

















Ec (kontrola) Ec + Cj
A B C D
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
38 
 
Slika 15: Relativni fitnes v ko-kulturi bakterij C. jejuni NCTC11168 in posameznim sevom B. subtilis pri 
optimalnem pogoju.  
Rezultati, podani na sliki 15, nam prikazujejo relativni fitnes ko-kulture bakterij C. jejuni in 
posameznim sevom B. subtilis (16 sevov, Preglednica 2) skozi čas inkubacije. Iz slike je 
razvidno, da je ko-kultivacija v optimalnem pogoju za rast kampilobaktrov po času 8 h 
močno zmanjšala fitnes C. jejuni. Torej v času, ko bakterije B. subtilis postanejo najbolj 
kompetentne za prevzem hranilnih substratov iz okolja. Ko-kultivacija je imela tudi manjši 
vpliv na fitnes bakterij B. subtilis. Ta se je v času 8 h, ko je bil fitnes bakterij C. jejuni 
največji, nekoliko zmanjšal. Po zmanjšanju fitnesa bakterij C. jejuni se je fitnes bakterij B. 
subtilis ponovno povečal.  
 
4.4 KO-ADHEZIJA BAKTERIJ C. jejuni NCTC11168 in B. subtilis  
 
Zanimalo nas je, ali bakterije B. subtilis preprečujejo oz. zmanjšajo adhezijo bakterij C. 
jejuni NCTC11168 na abiotski polistirenski površini po 24 h.  
 
Najprej smo določili ko-adhezijo bakterij C. jejuni in posameznim sevom B. subtilis pri 
optimalnem pogoju za rast C. jejuni. Kasneje smo ko-adhezijo bakterij C. jejuni in izbranih 
sevov B. subtilis (ob optimalnem pogoju) določili še ob pogoju aerobne atmosfere pri 20 °C 
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Preglednica 10: Adhezija C. jejuni NCTC11168 v mono-adheziji in v ko-adheziji z bakterijami B. subtilis. 
Pogoj 
Število C. jejuni v log (CFU/mL) 
Cj + Bs 
(PS-216) 
Cj + Bs 
(PS-210) 





20 °C 2,90 < 2 < 2 2,56 
37 °C < 2 < 2 < 2 < 2 
Mikroaerofilno 
37 °C < 2 < 2 < 2 6,02 
42 °C < 2 < 2 < 2 4,11 
 
Ko-adhezija bakterij C. jejuni in B. subtilis je povzročila zmanjšanje števila adheriranih 
kampilobaktrov pod 2 log (CFU/mL). Izjema je ko-adhezija bakterij C. jejuni in B. subtilis 
PS-216 ob pogoju aerobne atmosfere pri 20 °C, kjer smo določili 2,90 log CFU/mL bakterij 
C. jejuni.  
 
Adhezija bakterij C. jejuni (kontrola) je bila najbolj izrazita ob pogoju mikroaerofilne 
atmosfere pri 37 °C (6,0 log CFU/mL) in pri 42 °C (4,11 log CFU/mL). Ob pogoju aerobne 
atmosfere pri 20 °C je bilo število adheriranih kampilobaktrov 2,56 log (CFU/mL), pri 37 
°C pa manjše od 2 log (CFU/mL).  
 
 
Slika 16: Adhezija 16 sevov B. subtilis v mono-adheziji (Bs) in v ko-adheziji z bakterijami C. jejuni 
NCTC11168 (Bs + Cj) po 24 urni inkubaciji pri optimalnem pogoju na abiotski polistirenski 
površini. Modri stolpci predstavljajo mono-adhezijo, rdeči pa ko-adhezijo posameznih sevov B. 
subtilis.  
Po spiranju neadheriranih celic smo tako v mono-adheziji bakterij B. subtilis (kontrola) kot 
v ko-adheziji bakterij B. subtilis in C. jejuni določili v povprečju 8 log (CFU/mL) bakterij 










































































Bs Bs + Cj
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
40 
 
Slika 17: Adhezija bakterij B. subtilis v mono-adheziji (Bs) in v ko-adheziji (Bs +Cj) po 24 h inkubaciji v 
aerobni atmosferi (A) pri 20 °C in 37 °C ter v mikroaerofilni atmosferi (M) pri 37 °C in 42 °C na 
abiotski polistirenski površini. Temno modri, zeleni in vijolični stolpci predstavljajo mono-adhezijo 
izbranih sevov B. subtilis. Svetlo modri, zeleni in vijolični stolpci predstavljajo ko-adhezijo izbranih 
sevov B. subtilis in C. jejuni NCTC11168.  
 
S Slike 17 je razvidno, da do razlik v mono-adheziji bakterij B. subtilis in ko-adheziji 
bakterij C. jejuni in B. subtilis ni prišlo tudi takrat, ko smo uporabili vse štiri pogoje 
inkubacije.  
 
Torej lahko povzamemo, da ko-adhezija bakterij C. jejuni in B. subtilis močno vpliva na 
adhezijo bakterij C. jejuni na abiotski polistirenski površini, medtem ko na adhezijo bakterij 
B. subtilis ne vpliva. 
 
4.5 ZNOTRAJCELIČNA OKSIDACIJA IN AKTIVNOST BAKTERIJSKIH CELIC  
 
Znotrajcelično oksidacijo in aktivnost bakterij C. jejuni in B. subtilis v mono-kulturi in v ko-
kulturi smo preučevali po 4 in 24 urah. Znotrajcelično oksidacijo smo določili preko 
spremljanja tvorbe ROS, aktivnost bakterijskih celic pa z merjenjem luminiscence 
prisotnega ATP. Ovrednotili smo tudi število posameznih kolonijskih enot (CFU/mL) v 
mono-kulturi in v ko-kulturi bakterij C. jejuni in B. subtilis z vzorčenjem ob 0, 4 in 24 ur ter 
rezultate prikazali v prilogi (Priloga B).  
 
4.5.1 Ocena znotrajcelične oksidacije 
 
Za oceno znotrajcelične tvorbe ROS smo uporabili fluorescenčno barvilo dihidro-2,7-
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fluorescenco, ki smo jo izmerili pri valovni dolžini Ex 488 nm in Em 550 nm v 1 % raztopini 
celic takoj po vzorčenju pri sobni temperaturi.  
 
Na podlagi izmerjenih vrednosti fluorescence smo po enačbi 4 ocenili, ali je bila 
znotrajcelična oksidacija pri ko-kulturi bakterij C. jejuni NCTC11168 in izbranim sevom B. 
subtilis večja kot pri mono-kulturi. Dobljene vrednosti <1 pomenijo, da je prišlo do večje 
znotrajcelične oksidacije v ko-kulturi bakterij C. jejuni in B. subtilis. Vrednosti >1 pomenijo, 
da je znotrajcelična oksidacija večja v mono-kulturi bakterij C. jejuni oz. B. subtilis.  
 
Slika 18 prikazujejo znotrajcelično oksidacijo v ko-kulturi bakterij C. jejuni NCTC11168 in 
izbranim sevom B. subtilis po 24 h inkubaciji pri štirih različnih pogojih. 
 
 
Slika 18: Ocena znotrajcelične oksidacije v ko-kulturi bakterij C. jejuni NCTC11168 in izbranim sevom B. 
subtilis (Cj + Bs) v aerobni atmosferi (A) pri 20 °C in 37 °C ter v mikroaerofilni atmosferi (M) pri 
37 °C in 42 °C.  
Pri vseh štirih pogojih inkubacije je do večje znotrajcelične oksidacije prišlo v ko-kulturi 
bakterij C. jejuni / B. subtilis PS-216 in ko-kulturi bakterij C. jejuni / B. subtilis PS-196 kot 
pri mono-kulturi. Znotrajcelična oksidacija ko-kulture bakterij C. jejuni / B. subtilis PS-210 
je bila ob pogoju mikroaerofile atmosfere pri 37 °C manjša, medtem ko je bila pri ostalih 3 
pogojih večja kot pri mono-kulturi.  
 
4.5.2 Ocena aktivnosti bakterijskih celic 
 
Aktivnost bakterijskih celic smo določili s komercialnim kompletom BacTiter-Glo 
Microbial Cell Viability Assay. Reagent smo dodali direktno v medij z bakterijskimi 
celicami. Pri tem je nastal luminiscentni signal, ki je proporcionalen količini prisotnih 
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Iz izmerjenih vrednosti luminiscence smo po enačbi 5 ocenili, ali je bila aktivnost ko-kulture 
bakterij C. jejuni NCTC11168 in izbranim sevom B. subtilis večja kot pri mono-kulturi. 
Dobljene vrednosti <1 pomenijo, da je ko-kultura bakterij C. jejuni in B. subtilis bolj aktivna. 
Vrednosti >1 pomenijo, da je bolj aktivna mono-kultura bakterij C. jejuni oz. B. subtilis. 
 
Slika 19 prikazuje aktivnost bakterijskih celic v ko-kulturi bakterij C. jejuni NCTC11168 in 
izbranim sevov B. subtilis po 24 h inkubaciji pri štirih različnih pogojih.  
 
 
Slika 19: Ocena aktivnosti bakterij v ko-kulturi bakterij C. jejuni NCTC11168 in izbranim sevom B. subtilis 
(Cj + Bs) v aerobni atmosferi (A) pri 20 °C in 37 °C ter v mikroaerofilni atmosferi (M) pri 37 °C in 
42 °C.  
Ob pogoju aerobne atmosfere pri 20 °C in ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 37 °C sta 
bili ko-kultura bakterij C. jejuni / B. subtilis PS-216 in ko-kultura bakterij C. jejuni / PS-196 
manj aktivni od mono-kulture. Ko-kultura bakterij C. jejuni / PS-210 pa je bila bolj aktivna 
od mono-kulture. Ob pogoju aerobne atmosfere pri 37 °C so bile vse 3 ko-kulture bolj 
aktivne od mono-kulture. Ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 42 °C je bila ko-kultura 
bakterij C. jejuni / B. subtilis PS-216 bolj aktivna, ko-kultura bakterij C. jejuni / PS-210 in 
bakterij C. jejuni / PS-196 pa manj aktivna od mono-kulture.  
 
4.6 VPLIV IZRABLJENIH GOJIŠČ IZBRANIH SEVOV IN SEVOV MUTANT B. 
subtilis NA MEMBRANSKO INTEGRITETO C. jejuni NCTC11168 
 
Da bi ugotovili, ali je vpliv bakterij B. subtilis na bakterije C. jejuni antagonističen ali 
inhibitoren zaradi protimikrobnih snovi, ki jih bakterije B. subtilis izločajo v gojišče, smo 
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Vpliv izrabljenih gojišč bakterij B. subtilis sevov PS-196, PS-216 in sevov mutant ΔbacC, 
ΔppsB, ΔsrfA na membransko integriteto C. jejuni NCTC11168 smo določili z merjenjem 
fluorescence dveh barvil iz kompleta LIVE/DEAD BacLight. Pri tem smo testirali tudi vpliv 
izrabljenega gojišča B. subtilis na živost (CFU/mL) bakterij C. jejuni NCTC11168 ter 
rezultate prikazali v prilogi (Priloga C).  
 
Seve mutant bakterij B. subtilis smo vključili zaradi določenih genov, ki kodirajo 
proizvodnjo sekundarnih metabolitov. Tako sev mutant ΔbacC nosi gene za proizvodnjo 
bacilizina, sev mutant ΔppsB plipastatina, sev mutant ΔsrfA pa surfaktina (Nakano in sod., 
1991; Tsuge in sod., 2007; Rajavel in sod., 2009). 
 
Zanimalo nas je, za koliko odstotkov se je membranska integriteta C. jejuni NCTC11168 v 
prisotnosti izrabljenega gojišča bakterij B. subtilis zmanjšala. Zmanjšanje membranske 




Slika 20: Vpliv izrabljenih gojišč sevov B. subtilis PS-216, PS-196 in ko-kulture bakterij B. subtilis PS-216/ 
B. subtilis PS-196 ter sevov mutant B. subtilis PS-216 (ΔbacC, ΔppsB, ΔsrfA) na membransko 
integriteto C. jejuni NCTC11168.  
 
Pri takojšnem merjenju se je membranska integriteta C. jejuni NCTC11168 najbolj 
zmanjšala ob prisotnosti izrabljenega gojišča ko-kulture bakterij B. subtilis PS-216 in PS-
196. Podoben vpliv na zmanjšanje membranske integritete C. jejuni so imela izrabljena 
gojišča B. subtilis sevov PS-216 (55 %), PS-196 (56 %) in PS-216ΔppsB (55 %). Nekoliko 

































Izrabljeno gojišče bakterij B. subtilis
0 h 24 h
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
44 
primeru izrabljenega gojišča B. subtilis PS-216ΔbacC se je membranska integriteta C. jejuni 
zmanjšala le za 1 %.  
 
Po 24 urni inkubaciji, pri optimalnem pogoju, je na membransko integriteto C. jejuni prav 
tako imelo največji vpliv izrabljeno gojišče ko-kulture bakterij B. subtilis PS-216 in PS-196. 
Pri tem se je membranska integriteta C. jejuni zmanjšala še za 11 %, v primerjavi s takojšnim 
merjenjem. Pri izrabljenem gojišču B. subtilis mutantov ΔppsB in ΔsrfA se je zmanjšala še 
za 19 %, medtem ko pri izrabljenem gojišču B. subtilis sevov PS-216 in PS-196 ni prišlo do 
večjih razlik v zmanjšanju. Velika razlika je opazna pri izrabljenem gojišču B. subtilis 
mutanta ΔbacC, kjer se je membranska integriteta C. jejuni zmanjšala kar za 66 % v 
primerjavi s takojšnim merjenjem. 
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Socialne interakcije so eden od glavnih dejavnikov, ki prispevajo k dinamiki in 
funkcionalnosti bakterijskih skupnosti, ter so lahko koristne ali škodljive (Hibbing in sod., 
2010; Blanchard in Lu, 2015). Bakterije, ki med seboj sodelujejo, si izmenjujejo 
ekstracelularne produkte za pridobivanje hranil, signalne molekule za zaznavanje gostote 
(QS), antibiotike, spojine za razgradnjo antibiotikov, imunsko modulacijske molekule, 
biosurfaktante za gibljivost itd. Izmenjava skupnih dobrin, ki nudijo vzajemno korist, lahko 
potencialno zagotovi pridobitev direktnega (komponente fitnesa, pridobljene z 
razmnoževanjem) in indirektnega (komponente fitnesa, pridobljene preko drugih) fitnesa 
(West in sod., 2006). Po drugi strani pa med bakterijami prihaja do tekmovalnosti, znotraj 
vrste in med vrstami. Tekmovanje se pogosto pojavi v kontekstu prehrane (dostopa in zaščite 
rastnih substratov) in pridobivanju dostopa do ugodnih okolij, pri čemer imajo pomembno 
vlogo protimikrobne spojine, kot so bakteriocini in antibiotiki (Hibbing in sod., 2010).  
 
Predhodne študije preučevanja in uporabe probiotikov za nadzor ter zmanjšanje prisotnosti 
bakterij Campylobacter so se izkazale za obetavne. Več teh študij se je osredotočilo 
predvsem na preprečevanje kolonizacije piščancev z bakterijami Campylobacter, običajno z 
uporabo probiotikov (Santini in sod., 2010; Saint-Cyr in sod., 2016; Thomrongsuwannakij 
in sod., 2016). Številni raziskovalci so ugotovil, da bakterije B. subtilis zmanjšajo številne 
patogene pri piščancih, kot so E. coli (Wu in sod., 2011; Gao in sod., 2017), Salmonella 
(Knap in sod., 2011; Gao in sod., 2017; Park in sod., 2018) Clostridium perfringens, 
Clostridium difficile, Campylobacter jejuni in Campylobacter coli (Teo in Tan, 2005). Vpliv 
bakterij B. subtilis na zmanjšanje bakterij C. jejuni smo preverili tudi v naši raziskavi. Pri 
tem smo interakcije preučevali v ko-kultivaciji in ko-adheziji C. jejuni in B. subtilis pod 
različnimi pogoji. V nadaljevanju smo testirali vpliv interakcij bakterij C. jejuni in B. subtilis 
na znotrajcelično oksidacijo (merjenje ROS v celici) in aktivnost (merjenje ATP v celici) 
ko-kulture ter morebitni vpliv izrabljenega gojišča bakterij B. subtilis na membransko 
integriteto bakterij C. jejuni.  
 
5.1 KO-KULTIVACIJA IN KO-ADHEZIJA BAKTERIJ C. jejuni IN B. subtilis 
 
V naši raziskavi smo ugotovili, da ko-kultivacija bakterij B. subtilis in C. jejuni ni vplivala 
na rast in preživetje bakterij B. subtilis. Vplivala je na rast in preživetje bakterij C. jejuni. 
Ko-kultivacija ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri temperaturi 37 °C ali 42 °C, ki 
omogoča kampilobaktrom rast, je močno zmanjšala fitnes C. jejuni, in sicer v času, ko so 
bakterije B. subtilis prešle iz eksponentne v stacionarno fazo rasti. Takrat naj bi bakterije B. 
subtilis sprožile kompetenco, celice pa naj bi bile kompetentne 2 uri po vstopu v stacionarno 
fazo (Dubnau, 1991). Celice B. subtilis v okolje sproščajo antibiotike, bakteriocine, 
degradativne encime, organske kisline, vodikov peroksid ali povečajo svojo gibljivost, kar 
prispeva h konkurenčni izključitvi patogenov (Dubnau, 1991; Fons in sod., 2000; Bermudez-
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Brito in sod., 2012). Pri testiranju ko-kultivacije bakterij C. jejuni in posameznih sevov B. 
subtilis (16 sevov) v optimalnem pogoju smo ugotovili, da je delovanje različnih sevov 
bakterij B. subtilis na C. jejuni podobno, saj je v času 12 ur bil vsem skupen upad števila 
kampilobaktrov v ko-kulturi. Zanimivo je, da je ko-kultivacija ob pogojih aerobne atmosfere 
pri temperaturi 20 °C ali 37 °C, ki za rast kampilobaktrov niso optimalni, zaščitno vplivala 
na njihovo preživetje.  
 
Da bi ugotovili, ali je delovanje bakterij B. subtilis specifično za zmanjšanje rasti in 
preživelosti bakterij C. jejuni smo vključili bakterije E. coli. Dobljeni rezultati so pokazali, 
da ko-kultivacija bakterij C. jejuni in E. coli ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 
temperaturi 37 °C ali 42 °C ni vplivala na rast E. coli in tudi ne na rast bakterij C. jejuni. 
Torej pri tem pogoju inkubacije bakterije E. coli ne inhibirajo rasti bakterij C. jejuni tako kot 
jo bakterije B. subtilis. Do podobnih ugotovitev so prišli tudi Chaveerach in sod. (2004), ki 
so prav tako dokazali, da bakterije E. coli, ki proizvajajo kolicine, niso imele učinka na 
bakterije C. jejuni, ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri temperaturi 37 °C. Medtem so 
bakterije Lactobacillus pokazale inhibitorni učinek zaradi proizvodnje organskih kislin in 
antimikrobnih peptidov (Chaveerach in sod., 2004).  
 
Podobno je tudi ko-adhezija bakterij B. subtilis in C. jejuni na abiotski polistirenski površini 
vplivala na adhezijo C. jejuni, saj je zmanjšala število adheriranih kampilobaktrov pri vseh 
štirih pogojih inkubacije po 24 urah.  
 
5.2 ZNOTRAJCELIČNA OKSIDACIJA IN AKTIVNOST BAKTERIJ C. jejuni IN B. 
subtilis 
 
Bakterije so nenehno izpostavljene številnim toksičnim oksidantom ter pogojem, ki 
spodbujajo intercelularno generiranje ROS. Zato so za zaščito pred oksidativnim stresom 
razvile številne obrambne mehanizme, ki bodisi vzdržujejo koncentracijo ROS na 
neškodljivi ravni, bodisi popravljajo celične oksidativne poškodbe (Cabiscol Català in sod., 
2000).  
 
Znotrajcelično oksidacijo smo določili preko spremljanja nastanka tvorbe ROS (merjenje 
fluorescence barvila diklorofluorescein). Naši rezultati so pokazali, da je do močnejšega 
stresnega odziva v celici prišlo v ko-kulturi bakterij C. jejuni in B. subtilis kot v mono-
kulturi. Izjema je le ko-kultura bakterij C. jejuni in B. subtilis PS-210, kjer je prišlo do 
zmanjšanja stresa. Nastanek ROS poškoduje celice in tako zmanjša rast bakterij. Zato smo 
pričakovali, da bo v primeru večjega oksidativnega stresa aktivnost ko-kulture manjša, 
vendar nismo dobili povsem skladnih rezultatov. Tako je bila pri nekaterih pogojih 
inkubacije aktivnost bakterij v ko-kulturi večja, pri drugih pa v primerjavi z mono-kulturo 
manjša. Vzrok za povečano aktivnost je lahko obramba pred ROS na način, pri katerem se 
celični metabolizem lahko poveča.  
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Da bi se prepričali, ali so bakterije aktivne oz. sposobne rasti, smo vzporedno naredili poskus 
ko-kultivacije bakterij C. jejuni in B. subtilis ter ponovno potrdili, da je ko-kultivacija ob 
pogoju mikroaerofilne atmosfere pri temperaturi 37 °C ali 42 °C zmanjšala preživelost C. 
jejuni, medtem ko je ko-kultivacija ob pogojih aerobne atmosfere pri temperaturi 20 °C ali 
37 °C ponovno zaščitno vplivala na njihovo preživetje.  
 
5.3 VPLIV IZRABLJENIH GOJIŠČ BAKTERIJ B. subtilis NA MEMBRANSKO 
INTEGRITETO BAKTERIJ C. jejuni NCTC11168 
 
Celice bakterij B. subtilis sintetizirajo in sproščajo v okolje več peptidnih sekundarnih 
metabolitov, od katerih so nekateri bioaktivni in lahko delujejo proti drugim bakterijam in 
glivam. Eden od takšnih je peptidni sekundarni metabolit surfaktin, ki zmanjšuje površinsko 
napetost (Peypoux in sod., 1999; Nakano in sod., 1991). Za njegovo sintezo je potreben 
operon srfA (Nakano in sod., 1991). Druga sekundarna metabolita, ki jih izločajo bakterije 
B. subtilis in katerih vpliv smo prav tako preučevali na membrano C. jejuni, sta ne-
ribosomsko sintetizirana peptid plipastatin (pps) in di-peptid bacilizin (bac) (Tsuge in sod., 
2007; Rajavel in sod., 2009).  
 
S poskusom določanja membranske integritete smo v naši raziskavi ugotovili, da 
protimikrobne snovi, ki jih B. subtilis izloča v gojišče, vplivajo na membransko integriteto 
C. jejuni. Ugotovili smo, da tako izrabljeno gojišče B. subtilis sevov PS-196, PS-216 in 
sevov mutant ΔbacC, ΔppsB, ΔsrfA povzročijo zmanjšanje membranske integritete C. jejuni 
NCTC11168. Membranska integriteta C. jejuni se je najbolj zmanjšala v izrabljenem gojišču 
ko-kulture bakterij B. subtilis PS-216 in PS-196. Nekoliko je izstopal mutant B. subtilis PS-
216 ΔbacC, ki nosi gen za sintezo za antibiotik bacilizin, saj je pri takojšnem merjenju 
povzročil le 1 % zmanjšanje membranske integritete C. jejuni, čeprav se je po 24 h njegov 
vpliv prav tako povečal. Pri tem je zanimivo, da izrabljeno gojišče B. subtilis po 24 h 
inkubacije ni povzročilo zmanjšanja preživetja bakterij C. jejuni. Na podlagi tega sklepamo, 
da sekundarni metaboliti, ki jih B. subtilis izloča v gojišče, kljub zmanjšanju membranske 
integritete neznatno vplivajo na preživelost C. jejuni v primerjavi z aktivno rastočimi B. 
subtilis pri ko-kultivaciji.  
 
Na podlagi naših ugotovitev lahko sklenemo, da lahko bakterije B. subtilis s kompetitivnim 
in antagonističnim delovanjem izrinejo bakterije C. jejuni iz njegovega življenjskega 
prostora. Dodatek bakterij B. subtilis torej predstavlja učinkovito strategijo omejevanja 
okužb s C. jejuni. Za dodatno potrditev, ali imajo bakterije B. subtilis inhibitorni učinek na 
C. jejuni, so potrebni nadaljnji poskusi, npr. na piščancih, saj so ti eden najpomembnejših 
rezervoarjev patogenih bakterij C. jejuni.  
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• Bakterije B. subtilis različnega izvora vplivajo na rast, preživetje in adhezijo bakterij C. 
jejuni NCTC11168 v izbranih pogojih inkubacije. Ko-kultivacija bakterij C. jejuni in B. 
subtilis ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri temperaturi 42 °C ali 37 °C je zmanjšala 
rast in preživelost bakterij C. jejuni. Nasprotno je ko-kultivacija ob pogoju aerobne 
atmosfere pri temperaturi 20 °C ali 37 °C zaščitno vplivala na preživetje bakterij C. 
jejuni. Podoben vpliv ima tudi ko-adhezija bakterij B. subtilis in C. jejuni, saj zmanjša 
število adheriranih kampilobaktrov. 
 
• Delovanje bakterij B. subtilis na bakterije C. jejuni NCTC11168 je ob pogojih 
mikroaerofilne atmosfere specifično, saj ko-kultivacija bakterij C. jejuni in E. coli ob 
pogoju mikroaerofilne atmosfere pri temperaturi 42 °C ali 37 °C ne inhibira rasti C. 
jejuni. Medtem ima ob pogoju aerobne atmosfere pri temperaturi 37 °C (tako kot 
bakterije B. subtilis) zaščitni vpliv. 
 
• Interakcija med bakterijami C. jejuni NCTC11168 in posameznim sevom B. subtilis je 
negativna v mikroaerofilnem pogoju, saj je prišlo do zmanjšanja števila kampilobaktrov. 
 
• Interakcija med bakterijami C. jejuni NCTC11168 in izbranimi sevi B. subtilis povzroča 
oksidativni stres. Bakterije C. jejuni v ko-kulturi z izbranimi sevi B. subtilis so pri 
različnih pogojih izpostavljene večjemu oksidativnemu stresu kot mono-kultura. Pri tem 
pa interakcija med C. jejuni NCTC11168 in izbranimi sevi B. subtilis vpliva na 
zmanjšanje aktivnosti ko-kulture le pri nekaterih pogojih. 
 
• Izrabljena gojišča izbranih sevov in sevov mutant B. subtilis vplivajo na zmanjšanje 
membranske integritete C. jejuni NCTC11168, medtem ko imajo neznaten vpliv na 
njihovo preživelost. Izrabljeno gojišče bakterij B. subtilis torej neznatno vpliva na 
bakterije C. jejuni v primerjavi z aktivno rastočimi bakterijami B. subtilis. 
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Bakterije C. jejuni predstavljajo velik problem javnega zdravja ljudi po vsem svetu. Glavni 
rezervoar tega zoonotskega patogena je črevesje ptic in najpogostejši vzrok okužbe 
neustrezno toplotno obdelano piščančje meso. Pri tem je adhezija C. jejuni na površine živil 
ali površine v živilsko-predelovalni industriji pomembna za ohranjanje in širitev tega 
patogena v okolje. Zaradi vse večje odpornosti bakterij Campylobacter proti antibiotikom 
so bile predlagane številne alternativne strategije. Novejša alternativna metoda za nadzor in 
zmanjšanje termotolerantnih bakterij C. jejuni v prebavnem traktu piščancev vključuje 
uporabo probiotičnih bakterij. Interakcije med bakterijami in njihovimi gostitelji so zelo 
intenzivne, a neraziskane. V naši raziskavi smo jih preučevali med bakterijami C. jejuni in 
B. subtilis v ko-kultivaciji in ko-adheziji bakterij pod različnimi pogoji ter ovrednotili število 
kolonijskih enot (CFU/mL) v mono-kulturi in v ko-kulturi obeh bakterij. Ugotovili smo, da 
je ko-kultivacija bakterij C. jejuni in B. subtilis vplivala na rast in preživetje bakterij C. 
jejuni, medtem ko na bakterije B. subtilis ni imela vpliva. Inhibicija rasti kampilobaktrov v 
ko-kulturi je bila največja ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri temperaturi 42 °C ali 37 
°C. V optimalnem pogoju za rast bakterij C. jejuni je delovanje različnih sevov bakterij B. 
subtilis na C. jejuni podobno, saj je bil vsem skupen upad števila kampilobaktrov v ko-
kulturi v času 12 h. Nasprotno so bakterije B. subtilis ob pogoju aerobne atmosfere pri 
temperaturi 20 °C ali 37 °C, ki za rast kampilobaktrov niso optimalni, zaščitno vplivale na 
preživetje C. jejuni, saj je število kapilobaktrov v ko-kulturi počasneje upadlo kot pri kontroli 
C. jejuni. Podobno je tudi ko-adhezija B. subtilis in C. jejuni na abiotski polistirenski 
površini vplivala na adhezijo C. jejuni, saj je zmanjšala število adheriranih kampilobaktrov. 
V nadaljevanju eksperimenta smo testirali vpliv interakcije izbranih sevov B. subtilis in C. 
jejuni na stresni odziv in aktivnost kulture. Stresni odziv bakterij je bil močnejši v ko-kulturi, 
medtem ko je bila aktivnost ko-kulture v nekaterih primerih večja v drugih pa manjša od 
mono-kulture. Testirali smo tudi morebitni vpliv izrabljenega gojišča, v katerem smo 
predhodno gojili B. subtilis, na membransko integriteto C. jejuni. Ugotovili smo, da 
izrabljena gojišča izbranih sevov in mutantov B. subtilis povzročijo zmanjšanje integritete 
celične membrane C. jejuni, medtem ko na preživetje C. jejuni izrabljeno gojišče B. subtilis 
nima večjega vpliva. Sekundarni metaboliti, ki jih proizvaja B. subtili.s, sami torej neznatno 
vplivajo na rast in preživelost bakterij C. jejuni v primerjavi z aktivno rastočimi bakterijami 
B. subtilis pri ko-kultivaciji.  
 
  
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  




Abreu N. A., Taga M. E. 2016. Decoding molecular interactions in microbial communities. 
FEMS Microbiology Reviews, 40: 648–663 
 
Adams R. M., O Moss M., McClure P. 2016. Food microbiology. 4th ed. Cambridge, Royal 
Society of Chemistry: 562 str. 
 
Aliakbarpour H. R., Chamani M., Rahimi G., Sadeghi A. A., Qujeq D. 2012. The Bacillus 
subtilis and lactic acid bacteria probiotics influences intestinal mucin gene expression, 
histomorphology and growth performance in broilers. Asian-Australasian Journal of 
Animal Sciences, 25, 9: 1285–1293 
 
Altekruse S. F., Stern N. J., Fields P. I., Swerdlow D. L.1999. Campylobacter jejuni - an 
emerging foodborne pathogen. Emerging Infectious Diseases, 5, 1: 28-35 
 
Atack J. M., Kelly D. J. 2009. Oxidative stress in Campylobacter jejuni: responses, 
resistance and regulation. Future Microbiology, 4, 6: 677-690 
 
Banwart G. J. 1981. Basic food microbiology. Abridged ed. New York, Van Nostrand 
Reinhold: 519 str.  
 
Bergman J. 1999. ATP: The perfect energy currency for the cell. Creation Research Society 
Quarterly, 36, 1: 9 str.  
https://www.trueorigin.org/atp.php (1. jun. 2018) 
 
Bermudez-Brito M., Plaza-Díaz J., Muñoz-Quezada S., Gómez-Llorente C., Gil A. 2012. 
Probiotic mechanisms of action. Annals of Nutrition and Metabolism, 61: 160–174 
 
Blanchard A. E., Lu T. 2015. Bacterial social interactions drive the emergence of differential 
spatial colony structures. BMC Systems Biology, 9: 59, doi 10.1186/s12918-015-0188-
5: 13 str. 
 
Bosch A. A. T. M., Biesbroek G., Trzcinski K., Sanders E. A. M., Bogaert D. 2013. Viral 
and bacterial interactions in the upper respiratory tract. PLoS Pathogens, 9, 1: e1003057, 
doi:10.1128/AEM.71.2.968–978.2005: 11 str.  
 
Braga R. M., Dourado M. N., Araújo W. L. 2016. Microbial interactions: ecology in a 
molecular perspective. Brazilian Journal of Microbiology, 47: 86–98 
 
Brooks G., Carroll K.C., Butel J., Morse S., Mietzner T. A. 2013. Jawetz 
Melnick&Adelbergs medical microbiology. 26th ed. New York, McGraw-Hill 
Companies: 864 str. 
 
Brudzynski K., Sjaarda C. 2015. Honey glycoproteins containing antimicrobial peptides, 
jelleins of the major royal jelly protein 1, are responsible for the cell wall lytic and 
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
51 
bactericidal activities of honey. PLoS One, 10, 4: e0120238, 
doi:10.1371/journal.pone.0120238: 21 str. 
 
Butzler J.-P. 2004. Campylobacter, from obscurity to celebrity. Clinical Microbiology and 
Infection, 10: 868–876 
 
Butzler J.-P., Oosterom J. 1991. Campylobacter: pathogenicity and significance in foods. 
International Journal of Food Microbiology, 12: 1–8 
 
Cabiscol Català E., Tamarit Sumalla J., Ros Salvador J. 2000. Oxidative stress in bacteria 
and protein damage by reactive oxygen species. International Microbiology, 3: 3-8 
 
Chaveerach P., Lipman L. J., van Knapen F. 2004. Antagonistic activities of several bacteria 
on in vitro growth of 10 strains of Campylobacter jejuni/coli. International Journal of 
Food Microbiology, 90: 43–50 
 
Cisek A. A., Binek M. 2014. Chicken intestinal microbiota function with a special emphasis 
on the role of probiotic bacteria. Polish Journal of Veterinary Sciences, 17, 2: 385-394 
 
Contesini F. J., de Melo R. R., Sato H. H. 2017. An overview of Bacillus proteases: from 
production to application. Critical Reviews in Biotechnology, 38, 3: 321–334 
 
Cornforth D. M., Foster K. R. 2013. Competition sensing: the social side of bacterial stress 
responses. Nature Reviews Microbiology, 11: 285-293 
 
Cutting S. M. 2011. Bacillus probiotics. Food Microbiology, 28: 214–220 
 
Davis L., DiRita V. 2008. Growth and laboratory maintenance of Campylobacter jejuni. 
Current Protocols in Microbiology, 10, Unit 8A.1: 8A.1.1- 8A.1.7 
 
De Boer E., Hahne M. 1990. Cross-contamination with Campylobacter jejuni and 
Salmonella spp. from raw chicken products during food preparation. Journal of Food 
Protection, 53, 12: 1067-1068 
 
De Kievit T. R., Iglewski B. H. 2000. Bacterial quorum sensing in pathogenic relationships. 
Infection and Immunity, 68, 9: 4839–4849 
 
Dubnau D. 1991. Genetic competence in Bacillus subtilis. Microbiological Reviews, 55: 
395–424 
 
Dubois-Dauphin R., Vandeplas S., Didderen I., Christopher M., André T., Philippe T. 2011. 
In vitro antagonistic activity evaluation of lactic acid bacteria (LAB) combined with 
cellulase enzyme against Campylobacter jejuni growth in co-culture. Journal of 
Microbiology and Biotechnology, 21, 1: 62-70 
 
Earl A. M., Losick R., Kolter R. 2008. Ecology and genomics of Bacillus subtilis. Trends in 
Microbiology, 16, 6: 269–275 
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
52 
EFSA. 2010. Analysis of the baseline survey on the prevalence of Campylobacter in broiler 
batches and of Campylobacter and Salmonella on broiler carcasses in the EU, 2008, Part 
A: Campylobacter and Salmonella prevalence estimates. EFSA Journal, 8, 3: 1503, 
doi:10.2903/j.efsa.2010.1503: 100 str. 
 
EFSA/ECDC. 2017a. The European Union summary report on trends and sources of 
zoonoses, zoonotic agents and food ‐ borne outbreaks in 2016. EFSA Journal, 15, 12: 
5077, doi: 10.2903/j.efsa.2017.5077: 228 str. 
 
EFSA/ECDC. 2017b. The European Union summary report on antimicrobial resistance in 
zoonotic and indicator bacteria from humans, animals and food in 2015. EFSA Journal, 
15, 2: 4694, doi: 10.2903/j.efsa.2017.4694: 212 str. 
 
Facciola A., Riso R:, Avventuroso E., Visalli G., Delia S. A., Lagana P. 2017. 
Campylobacter: from microbiology to prevention. Journal of Preventive Medicine and 
Hygiene, 58: E79-E92 
 
FDA. 2018. Enzyme preparations used in food (Partial List). Silver Spring, Food and Drug 
Administration: 4 str. 
https://www.fda.gov/Food/IngredientsPackagingLabeling/GRAS/EnzymePreparations/
default.htm (5. apr. 2018) 
 
Fons M., Gomez A., Tuomo K. 2000. Mechanisms of colonisation and colonisation 
resistance of the digestive tract part 2: Bacteria/bacteria interactions. Microbial Ecology 
in Health and Disease, 2: 240–246 
 
Fritze D. 2004. Taxonomy of the genus Bacillus and related genera: the aerobic endospore-
forming bacteria. Phytopathology, 94, 11: 1245–1248 
 
Gao Z., Wu H., Shi L., Zhang X., Sheng R., Yin F., Gooneratne R. 2017. Study of Bacillus 
subtilis on growth performance, nutrition metabolism and intestinal microflora of 1 to 
42 d broiler chickens. Animal Nutrition, 3: 109–113 
 
Garrity G. M., Bell J. A., Lilburn T. G. 2004. Taxonomic outline of the prokaryotes Bergey's 
manual of systematic bacteriology. 2nd ed. Release 5.0. New York, Springer: 401 str. 
http://wswx.xjnu.edu.cn/_upload/article/files/80/7b/d79315ca4334802065255d411f22/
37a3b823-5780-415b-a8c1-06579c0565cc.pdf (19. mar. 2018) 
 
Goers L., Freemont P., Polizzi K. M. 2014. Co-culture systems and technologies: taking 
synthetic biology to the next level. Journal of The Royal Society Interface, 11: 
20140065, doi: http://dx.doi.org/10.1098/rsif.2014.0065: 13 str. 
 
Graumann P. 2012. Preface. V: Bacillus: Cellular and molecular biology. 2nd ed. Graumann 
P. (ur.). Norfolk, Caister Academic Press: ix-xi 
 
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
53 
Hazeleger W. C., Wouters J. A., Rombouts F. M., Abee T. 1998. Physiological activity of 
Campylobacter jejuni far below the minimal growth temperature. Applied and 
Environmental Microbiology, 64, 10: 3917–3922 
 
Held P., Newick K. 2008. Using BioTek’s Synergy™ HT reader to measure reactive oxygen 
species (ROS) generation in stimulated cells. Winooski, BioTek: 3 str. 
https://www.biotek.com/resources/application-notes/using-bioteks-synergy-ht-reader-
to-measure-reactive-oxygen-species-ros-generation-in-stimulated-cells/ (29. mar. 
2018) 
 
Hibbing M. E., Fuqua C., Parsek M. R., Peterson S.B. 2010. Bacterial competition: surviving 
and thriving in the microbial jungle. Nature Reviews Microbiology, 8, 1: 15–25 
 
Hong H. A., Duc L. H., Cutting S. M. 2005. The use of bacterial spore formers as probiotics. 
FEMS Microbiology Reviews, 29, 4: 813–835 
 
Janssen R., Krogfelt K. A., Cawthraw S. A., van Pelt W., Wagenaar J.A., Owen, R. J. 2008. 
Host-pathogen interactions in Campylobacter infections: the host perspective. Clinical 
Microbiology Reviews, 21, 3: 505–518 
 
Jay J. M.1992. Modern food microbiology. 4th ed. New York, Van Nostrand Reinhold: 701 
str. 
 
Joux F., Lebaron, P. 2000. Use of fluorescent probes to assess physiological functions of 
bacteriaat single-cell level. Microbes and Infection, 2: 1523–1535 
 
Kaakoush N. O., Castaño-Rodríguez N., Mitchell H. M., Man S. M. 2015. Global 
epidemiology of Campylobacter infection. Clinical Microbiology Reviews, 28, 3: 687–
720 
 
Katsikogianni M., Missirlis Y. 2004. Concise review of mechanisms of bacterial adhesion 
to biomaterials and of techniques used in estimating bacteria-material interactions. 
European Cells Materials, 8: 37–57 
 
Keller A., Mohamed A., Drose S., Brandt U., Fleming I., Brandes R. P. 2004. Analysis of 
dichlorodihydrofluorescein and dihydrocalcein as probes for the detection of 
intracellular reactive oxygen species. Free Radical Research, 38, 12: 1257–1267 
 
Khakh B. S., Burnstock G. 2009. The double life of ATP. Scientific American, 301, 6: 84–
92 
 
Kleijn R. J., Buescher J. M., Le Chat L., Jules M., Aymerich S., Sauer U. 2010. Metabolic 
fluxes during strong carbon catabolite repression by malate in Bacillus subtilis. Journal 
of Biological Chemistry, 285, 3: 1587–1596 
 
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
54 
Knap I., Kehlet A. B., Bennedsen M., Mathis G. F., Hofacre C. L., Lumpkins B. S., Jensen, 
M. M., Raun M., Lay A. 2011. Bacillus subtilis (DSM17299) significantly reduces 
Salmonella in broilers. Poultry Science, 90: 1690–1694 
 
Košmelj K. 2007. Uporabna statistika. 2. dop. izd. Ljubljana, Biotehniška fakulteta: 239 str.  
http://www.bf.uni-
lj.si/fileadmin/groups/2721/Uporabna_statistika_okt_2007/Uporabna_statistika_01.pdf 
(7. avg. 2018) 
 
Lake R., Hudson A., Cressey P., Gilbert S., On S. 2007. Risk profile: Campylobacter 
jejuni/coli in mammalian and poultry offals. Christchurch, Institute of Environmental 
Science & Research Limited: 68 str. 
  http://docplayer.net/amp/57120140-Risk-profile-campylobacter-jejuni-coli-in-
mammalian-and-poultry-offals.html (1. mar. 2018) 
 
Lof M., Janus M. M., Krom B. P. 2017. Metabolic interactions between bacteria and fungi 
in commensal oral biofilms. Journal of Fungi, 3, 40: 1-13 
 
Maier B. 2012. Competence and transformation. V: Bacillus: Cellular and molecular 
biology. 2nd ed. Graumann P. L. (ur.). Norfolk, Caister Academic Press: 377–393 
 
Mempin R., Tran H., Chen C., Gong H., Ho K. K., Lu S. 2013. Release of extracellular ATP 
by bacteria during growth. BMC Microbiology, 13: 301, doi: 10.1186/1471-2180-13-
301: 13 str 
 
Millsap K. W., van der Mei H. C., Bos R., Busscher H. J. 1998. Adhesive interactions 
between medically important yeasts and bacteria. FEMS Microbiology Reviews, 21: 
321–336 
 
Mobini-Dehkordi M., Javan F. A. 2012. Application of alpha-amylase in biotechnology. 
Journal of Biology and Today's World, 1, 1: 15-20 
 
Mohan V. 2015. The role of probiotics in the inhibition of Campylobacter jejuni colonization 
and virulence attenuation. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious 
Diseases, 34: 1503–1513 
 
Moore J. E., Corcoran D., Dooley J. S. G., Fanning S., Lucey B., Matsuda M., McDowell 
D. A., Megraud F., Millar B. C., O’Mahony R., O’Riordan L., O’Rourke M., Rao J. R., 
Rooney P. J., Sails A., Whyte P. 2005. Campylobacter. Veterinary Research, 36: 351–
382 
 
Moutinho T. J., Panagides J. C., Biggs M. B., Medlock G. L., Kolling G. L., Papin J. A. 
2017. Novel co-culture plate enables growth dynamic-based assessment of contact-
independent microbial interactions. PLoS ONE, 12, 8: e0182163, doi: 
10.1371/journal.pone.0182163: 12 str. 
 
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
55 
Mughini-Gras L., Penny C., Ragimbeau C., Schets F. M., Blaak H., Duim B., Wagenaar J. 
A., de Boer A., Cauchie H.-M., Mossong J., van Pelt W. 2016. Quantifying potential 
sources of surface water contamination with Campylobacter jejuni and Campylobacter 
coli. Water Research, 101: 36–45 
 
Muraoka W. T., Zhang Q. 2011. Phenotypic and genotypic evidence for L-fucose utilization 
by Campylobacter jejuni. Journal of Bacteriology, 193, 5: 1065–1075 
 
Nakano M. M., Magnuson R., Myers A., Curry J., Grossman A. D., Zuber P. 1991. srfA is 
an operon required for surfactin production, competence development, and efficient 
sporulation in Bacillus subtilis. Journal of Bacteriology, 173, 5: 1770-1778 
 
Nikaido H. 2003. Molecular basis of bacterial outer membrane permeability revisited. 
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 67, 4: 593-656 
 
Oh E., McMullen L., Jeon B. 2015. Impact of oxidative stress defense on bacterial survival 
and morphological change in Campylobacter jejuni under aerobic conditions. Frontiers 
in Microbiology, 6: 295, doi: 10.3389/fmicb.2015.00295: 8 str. 
 
On S. L. 2001. Taxonomy of Campylobacter, Arcobacter, Helicobacter and related bacteria: 
current status, future prospects and immediate concerns. Journal of Applied 
Microbiology, 90: 1S-15S 
 
On S. L. W., Miller W. G., Houf K., Fox J. G., Vandamme P. 2017. Minimal standards for 
describing new species belonging to the families Campylobacteraceae and 
Helicobacteraceae: Campylobacter, Arcobacter, Helicobacter and Wolinella spp. 
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 67: 5296–5311 
 
Orr H. A. 2009. Fitness and its role in evolutionary genetics. Nature Reviews Genetics, 10, 
8: 531–539 
 
Park J. H., Yun H. M., Kim I. H. 2018. The effect of dietary Bacillus subtilis supplementation 
on the growth performance, blood profile, nutrient retention, and caecal microflora in 
broiler chickens. Journal of Applied Animal Research, 46, 1: 868–872 
 
Parker C. T., Sperandio V. 2009. Cell-to-cell signalling during pathogenesis. Cellular 
Microbiology, 11, 3: 363–369 
Perreten V. 2003. Use of antimicrobials in food-producing animals in Switzerland and in the 
European Union (EU). Mitteilungen aus Lebensmitteluntersuchung und Hygiene, 94: 
155–163 
 
Peypoux F., Bonmatin J. M., Wallach J. 1999. Recent trends in the biochemistry of surfactin. 
Applied Microbiology and Biotechnology, 51: 553–563 
 
Phelan V. V., Liu W.-T., Pogliano K., Dorrestein P.C. 2012. Microbial metabolic 
exchange—the chemotype-to-phenotype link. Nature Chemical Biology, 8, 1: 26–35 
 
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
56 
Promega. 2016. BacTiter-Glo™ microbial cell viability assay. Madison, Promega 





Public Health England. 2018a. Identification of Bacillus species. UK Standards for 
Microbiology Investigations, ID 9, 3.1: 27 str.  
https://www.gov.uk/government/publications/smi-id-9-identification-of-bacillus-
species (5. maj 2018)  
 
Public Health England. 2018b. Identification of Campylobacter species. UK Standards for 
Microbiology Investigations, ID 23, 3.1: 24 str.  
https://www.gov.uk/government/publications/smi-id-23-identification-of-
campylobacter-species (8. mar. 2018) 
 
Rajavel M., Mitra A., Gopal B. 2009. Role of Bacillus subtilis bacB in the synthesis of 
bacilysin. Journal of Biological Chemistry, 284, 46: 31882–31892 
 
Roberts T., Wilson J., Guthrie A., Cookson K., Vancraeynest D., Schaeffer J., Moody R., 
Clark S. 2015. New issues and science in broiler chicken intestinal health: Emerging 
technology and alternative interventions. Journal of Applied Poultry Research, 24: 257–
266 
 
Sack D. A., Lyke C., McLaughlin C., Suwanvanichkij V. 2001. Antimicrobial resistance in 
shigellosis, cholera and campylobacteriosis. Geneva, World Health Organization: 56 str. 
 
Saint-Cyr M. J., Guyard-Nicodème M., Messaoudi S., Chemaly M., Cappelier J. M., Dousset 
X., Haddad N. 2016. Recent advances in screening of anti-Campylobacter activity in 
probiotics for use in poultry. Frontiers in Microbiology, 7: 553, doi: 
10.3389/fmicb.2016.00553: 22 str. 
 
Santini C., Baffoni L., Gaggia F., Granata M., Gasbarri R., Di Gioia D., Biavati B. 2010. 
Characterization of probiotic strains: An application as feed additives in poultry against 
Campylobacter jejuni. International Journal of Food Microbiology, 141: S98–S108 
 
Schilling O., Frick O., Herzberg C., Ehrenreich A., Heinzle E., Wittmann C., Stulke J. 2007. 
Transcriptional and metabolic responses of Bacillus subtilis to the availability of organic 
acids: Transcription regulation is important but not sufficient to account for metabolic 
adaptation. Applied and Environmental Microbiology, 73, 2: 499–507 
 
Schneider D. A., Gourse R. L. 2004. Relationship between Growth Rate and ATP 
Concentration in Escherichia coli: A bioassay for available cellular ATP. Journal of 
Biological Chemistry, 279, 9: 8262–8268 
 
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
57 
Sigler K., Chaloupka J., Brozmanová J., Stadler N., Höfer M. 1999. Oxidative stress in 
microorganisms—I: Microbial vs. higher cells—Damage and defenses in relation to cell 
aging and death. Folia Microbiologica, 44, 6: 587–624 
 
Silva J., Leite D., Fernandes M., Mena C., Gibbs P. A., Teixeira P. 2011. Campylobacter 
spp. as a foodborne pathogen: a review. Frontiers in Microbiology, 2: 200, doi: 
10.3389/fmicb.2011.00200: 12 str.  
 
Slepecky R. A., Hemphill H. E. 2006. The genus Bacillus-nonmedical. V: The prokaryotes. 
Vol 4. 2nd ed. Dworkin M., Falkow S., Rosenberg E., Schleifer KH., Stackebrandt E. 
(ur.). New York, Springer: 530-562 
 
Snelling W. J., Matsuda M., Moore J. E., Dooley J. S. G. 2005. Under the microscope: 
Campylobacter jejuni. Letters in Applied Microbiology, 41: 297–302 
 
Sonenshein A. L., Hoch J. A., Losick R. 2002. Bacillus subtilis: from cells to genes and from 
genes to cells. V: Bacillus subtilis and its closest relatives. Sonenshein A., Losick R., 
Hoch J. (ur.). Washington, ASM Press: 3–5 
 
Stahl M., Friis L.M., Nothaf H., Liu X., Li J., Szymanski C. M., Stintzi A. 2011. L-Fucose 
utilization provides Campylobacter jejuni with a competitive advantage. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America, 108, 17: 7194–7199 
 
Štefanič P., Mandić-Mulec I. 2009. Social interactions and distribution of Bacillus subtilis 
pherotypes at microscale. Journal of Bacteriology, 191, 6: 1756-1764 
 
Teo A.Y.-L., Tan H.-M. 2005. Inhibition of Clostridium perfringens by a novel strain of 
Bacillus subtilis isolated from the gastrointestinal tracts of healthy chickens. Applied 
and Environmental Microbiology, 71, 8: 4185–4190 
 
Thermo Fisher Scientific. 2004. LIVE/DEAD Baclight bacterial viability kits. Molecular 
Probes. Leiden, Thermo Fisher Scientific: 8 str.  
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/L13152 (2. april 2018) 
 
Thomrongsuwannakij T., Chuanchuen R., Chansiripornchai N. 2016. Identification of 
competitive exclusion and its ability to protect against Campylobacter jejuni in broilers. 
Thai Journal of Veterinary Medicine, 46, 2: 279–286 
 
Tsuge K., Matsui K., Itaya, M. 2007. Production of the non-ribosomal peptide plipastatin in 
Bacillus subtilis regulated by three relevant gene blocks assembled in a single movable 
DNA segment. Journal of Biotechnology, 129: 592–603 
 
Turnbull P. C. B. 1996. Bacillus. V: Medical microbiology. Baron S. (ur.). 4th ed. Texas, 
Univ of Texas Medical Branch: 18 str. 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7699/ (21. mar. 2018) 
 
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
58 
Velayudhan J., Kelly D. J. 2002. Analysis of gluconeogenic and anaplerotic enzymes in 
Campylobacter jejuni: an essential role for phosphoenolpyruvate carboxykinase. 
Microbiology, 148: 685–694 
 
Verhoeff-Bakkenes L., Jansen H. A. P. M., in ’t Veld P. H., Beumer R. R., Zwietering M. 
H., van Leusden F.M. 2011. Consumption of raw vegetables and fruits: A risk factor for 
Campylobacter infections. International Journal of Food Microbiology, 144: 406–412 
 
West S. A., Griffin A. S., Gardner A., Diggle S. P. 2006. Social evolution theory for 
microorganisms. Nature Reviews Microbiology, 4: 597–607 
 
WHO. 2013. The global view of campylobacteriosis: report of an expert consultation, 
Utrecht, Netherlands, 9-11 July 2012. Geneva, World Health Organization: 69 str.  
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/80751/9789241564601_eng.pdf?seque
nce=1&isAllowed=y (13. mar. 2018) 
 
Wintermute E. H., Silver P. A. 2010. Emergent cooperation in microbial metabolism. 
Molecular Systems Biology, 6: 407, doi:10.1038/msb.2010.66: 7 str. 
 
Wiser M. J., Lenski R. E. 2015. A comparison of methods to measure fitness in Escherichia 
coli. PLoS One, 10:  e0126210, doi: 10.1371/journal.pone.0126210: 11 str. 
 
Wright J. A., Grant A. J., Hurd D., Harrison M., Guccione E. J., Kelly D. J., Maskell D. J. 
2009. Metabolite and transcriptome analysis of Campylobacter jejuni in vitro growth 
reveals a stationary-phase physiological switch. Microbiology, 155: 80–94 
 
Wu B. Q., Zhang T., Guo L. Q., Lin J. F. 2011. Effects of Bacillus subtilis KD1 on broiler 
intestinal flora. Poultry Science, 90: 2493–2499 
 
Zhang Z. F., Cho J. H., Kim I. H. 2013. Effects of Bacillus subtilis UBT-MO2 on growth 
performance, relative immune organ weight, gas concentration in excreta, and intestinal 
microbial shedding in broiler chickens. Livestock Science, 155: 343–347 
 
Zuber P. 2009. Management of oxidative stress in Bacillus. Annual Reviews in 
Microbiology, 63: 575–597
Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
ZAHVALA 
 
Iskreno se zahvaljujem mentorici doc. dr. Anji Klančnik za strokovni pregled, vodenje,  
nasvete in spodbudo v času izdelave magistrskega dela. 
 
Zahvaljujem se Katarini Šimunović za vodenje, nasvete in pomoč pri izvedbi 
eksperimentalnega dela ter za spodbudo in usmeritev pri izdelavi pisnega dela. 
 
Recenzentki izr. prof. dr. Andreji Čanžek Majhenič se zahvaljujem za hiter in temeljit 
pregled dela. 
 
Posebna zahvala gre tudi mojim staršem in sestri, ki so me v času študija podpirali, 
spodbujali, predvsem pa verjeli vame ter Dušanu za podporo in razumevanje pri nastajanju 
tega dela. 
 




Krapež K. Interakcije bakterij vrst Campylobacter jejuni in Bacillus subtilis. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
PRILOGE 
 
PRILOGA A: Rast posameznih sevov B. subtilis v mono-kulturi in ko-kulturi z bakterijami 
C. jejuni NCTC11168 pri optimalnem pogoju  
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PRILOGA B: Ko-kultivacija bakterij C. jejuni NCTC11168 z izbranimi sevi B. subtilis pri 




Priloga B1: Rast C. jejuni NCTC11168 v mono-kulturi (kontrola) in v ko-kulturi z B. subtilis (Cj+Bs) v aerobni 




Priloga B2: Rast B. subtilis PS-216, PS-210 in PS-196 v mono-kulturi (Bs) in v ko-kulturi s C. jejuni 
NCTC11168 (Bs+Cj) ob pogoju aerobne atmosfere pri 20 °C. Pri času 0 h kolonij nismo morali 
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Priloga B3: Rast C. jejuni NCTC11168 v mono-kulturi (kontrola) in v ko-kulturi z B. subtilis (Cj+Bs) v 
aerobni atmosferi pri 37 °C.  
 
 
Priloga B4: Rast B. subtilis PS-216, PS-210 in PS-196 v mono-kulturi (Bs) in v ko-kulturi s C. jejuni 
NCTC11168 (Bs+Cj) ob pogoju aerobne atmosfere pri 37 °C. Pri času 0 h kolonij nismo morali 
prešteti, zato so vrednosti prikazane pri redčitvi zraslih kolonij. 
 
 
Priloga B5: Rast C. jejuni NCTC11168 v mono-kulturi (kontrola) in v ko-kulturi z B. subtilis (Cj+Bs) v 
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Priloga B6: Rast B. subtilis PS-216, PS-210 in PS-196 v mono-kulturi (Bs) in v ko-kulturi s C. jejuni 
NCTC11168 (Bs+Cj) ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 37 °C.  
 
 
Priloga B7: Rast C. jejuni NCTC11168 v mono-kulturi (kontrola) in v ko-kulturi z B. subtilis (Cj+Bs) v 
mikroaerofilni atmosferi pri 42 °C.  
 
 
Priloga B8: Rast B. subtilis PS-216, PS-210 in PS-196 v mono-kulturi (Bs) in v ko-kulturi s C. jejuni 
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Priloga C: Živost C. jeuni NCTC11168 v izrabljenem gojišču sevov in sevov mutant B. subtilis. Vzorčili smo 
po pripravi kulture C. jejuni (0h) ter po 24 h inkubaciji ob pogoju mikroaerofilne atmosfere pri 42 
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